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Chapitre 1
Introduction
Les cellules sont des objets extrêmement complexes constitués, dans une vision très sim-
plifiée, d’un milieu interne visco-élastique entouré par une membrane lipidique en interaction
d’une part avec le mileu interne et d’autre part avec un grand nombre de macromolécules consti-
tuant la matrice extracellulaire. Elles associent une activité biologique à des propriétés méca-
niques qui s’influencent mutuellement.
Ces propriétés mécaniques jouent un rôle important dans la mesure où elles semblent être à
l’origine du comportement cellulaire dans les premières étapes de nombreux processus biolo-
giques.
En parallèle de l’étude directe du comportement des cellules, il semble donc intéressant d’étu-
dier des objets modèles "mécaniques passifs" permettant d’isoler un à un les paramètres visco-
élastiques pertinents gouvernant la réponse des cellules à diverses contraintes externes.
Les vésicules sont des assemblages de molécules amphiphiles (phospholipides) en solution.
Elle couvrent une large gamme de tailles allant du nanomètre à la centaine de micromètres. Les
vésicules géantes, dont le diamètre est compris entre 0,5 et 100 micromètres, peuvent être vues
comme des modèles passifs tout à fait basiques de cellules dans la mesure où leur structure est
similaire à celle de la membrane cellulaire et leur taille proche de celle des cellules.
Les vésicules de taille nanométrique sont particulièrement intéressantes comme vecteurs de
susbtances et largement utilisées industriellement pour leurs applications dans des domaines
comme par exemple la pharmacologie ou celui des cosmétiques.
Ces raisons expliquent l’intérêt que les vésicules ont déclenché dans la communauté scienti-
fique.
La pertinence des vésicules en tant que modèles de cellules est limitée par le fait qu’elles
présentent des propriétés mécaniques particulièrement élémentaires. De plus elles sont très fra-
giles et difficiles à manipuler. Le but de ce travail est donc de partir de vésicules et de leur
conférer pas-à-pas des propriétés mécaniques si possible stimulables par un paramètre externe ;
notre but ultime étant d’étudier le rôle de chacun de ces paramètres sur le comportement de ces
vésicules composites sous contrainte externe et de comparer leur réponse avec celle des cellules.
Ce manuscrit est organisé de la façon suivante : au chapitre 2 nous présentons les vésicules
et nous introduisons les concepts physiques nécessaires à la compréhension de cette étude. Le
chapitre 3 donne un aperçu de la bibliographie concernant la formation d’objets composites
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à base de vésicules couplées à d’autres constituants. Les techniques expérimentales que nous
utilisons ainsi que le protocole de fabrication de nos vésicules composites sont détaillés au
chapitre 4. Au chapitre 5 nous caractérisons le marquage fluorescent de la membrane de ces
objets. Le chapitre 6 est consacré à l’étude de la thermostimulabilité des vésicules composites,
le chapitre 7 à l’étude des propriétés de leur membrane et enfin le chapitre 8 à l’étude de celles de
leur milieu interne. Nous terminerons par un bilan des résultats obtenus et certaines perspectives
ouvertes par ce travail.
Chapitre 2
Partie théorique
2.1 Les vésicules
Dans ce chapitre nous ne cherchons pas à être exhaustifs sur ce vaste sujet mais nous rassem-
blons les idées nécessaires à la compréhension de la suite de cette étude. L’ouvrage de Lipowski
et Sackmann [Lipowsky and Sackmann, 1995] est la référence sur le sujet.
Une vésicule est un auto-assemblage de molécules amphiphiles
Les molécules amphiphiles sont des molécules comportant une tête hydrophile et une queue
hydrophobe, ceci est à l’origine d’un comportement singulier en solution. En effet ces molé-
cules ont tendance à s’auto-assembler afin de limiter l’exposition de leurs parties hydrophobes
à l’eau. Cette auto-organisation peut se faire dans des géométries et des topologies très va-
riées allant de la micelle à la phase éponge, nous allons voir qu’elle dépend des caractéristiques
géométriques des molécules amphiphiles (cf. section 2.1.1). Nous nous intéresserons ici à un
cas précis d’auto-assemblage pour un type particulier de molécules amphiphiles, les vésicules
de phospholipides. Les phospholipides sont constitués d’une tête polaire et d’une ou plusieurs
queues constituées de chaînes hydrocarbonées dont nous détaillerons la structure dans la section
2.1.1. Une vésicule unilamellaire est constituée d’une bicouche de phospholipides, c’est-à-dire
de deux couches parallèles dans lesquelles chaque phospholipide se place de façon à exposer sa
tête hydrophile à l’eau et à protéger sa queue hydrophobe à l’intérieur de la bicouche. Dans le
cas des vésicules, la bicouche est refermée sur elle-même comme indiqué sur la figure 2.1.
On classe les vésicules unilamellaires selon leur taille :
– de 2 à 100 nm : Small Unilamellar Vesicles (SUVs) couramment appelées liposomes
– de 100 à 500 nm : Large Unilamellar Vesicles (LUVs)
– de 0,5 à 100 µm : Giant Unilamellar Vesicles (GUVs)
Nous ne nous intéresserons dans cette étude qu’aux GUVs, car leur taille se rapproche de
celle des cellules vivantes. Elle présentent de plus le grand avantage d’être observables en mi-
croscopie optique, alors que l’observation de SUVs et de LUVs implique la mise en oeuvre de
techniques plus lourdes. Il existe des vésicules multilamellaires mais elles ne seront pas étudiées
11
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FIG. 2.1: Schéma en coupe d’une vésicule phospholipidique : mise en évidence de la structure en
bicouche
ici.
2.1.1 Les phospholipides
Nous rappelons ici quelques éléments concernant la structure, la nomenclature et les pro-
priétés d’auto-assemblage des lipides.
Structure
Les membranes cellulaires sont composées de différents types de lipides (en plus des nom-
breuses protéines incluses dans la bicouche) dont les proportions varient selon le type cellulaire
considéré. Ils sont classés en plusieurs familles comme les glycolipides, les sphingolipides ou
les stérols mais nous nous limiterons ici à la description des phospholipides car ce sont les seuls
lipides que nous utiliserons dans ce travail. Les structures chimiques des différentes familles de
lipides sont représentées sur la figure 2.2.
Les phospholipides résultent de l’estérification du glycérol par un dérivé de l’acide phos-
phorique et par deux acides gras. Ce dérivé phosphoré comme les acides gras peuvent être très
divers, ce qui détermine le type du phospholipide obtenu. La figure 2.2 (a) représente la struc-
ture d’un molécule de phospholipide : la molécule de glycérol au centre, la tête hydrophile
dont le radical X peut varier (choline (PC), éthanolamine (PE), sérine (PS) ou glycérol (PG))
et enfin les deux chaînes carbonées qui peuvent avoir des longueurs différentes et présenter un
nombre d’insaturations variable. Les chaînes sont notées C n :m où n est le nombre de carbones
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FIG. 2.2: Structures chimiques des principales familles de lipides a) Phospholipides b) Glycolipides
c) Sphingolipides d) Stérols, extrait de [Manneville, 1999]
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dans la chaîne et m le nombre d’insaturations ; les chaînes les plus couramment utilisées sont
représentées sur le tableau 2.1.
lauréoyl C 12 :0
myristoyl C 14 :0
palmitoyl C 16 :0
stéaroyl C 18 :0
oléoyl C 18 :1
TAB. 2.1: Noms et nomenclature de chaînes carbonées pour différents nombres de carbones et d’in-
saturations
Auto-assemblages
Les lipides présentent des propriétés d’auto-assemblage spécifiques dues à leur caractère
amphiphile. S’il existe une interface air/eau ou eau/huile, c’est là que se concentreront les li-
pides. En revanche, en solution dans l’eau, les lipides ont tendance à s’auto-assembler pour
minimiser leur énergie globale. La structure des auto-assemblages est déterminée par les vo-
lumes relatifs des parties hydrophobes et hydrophiles, ce qui donne lieu à une grande variété de
systèmes allant des micelles aux bicouches plus ou moins flexibles refermées sur elles-mêmes
que sont les vésicules comme indiqué sur la figure 2.3. En fait la structure de la molécule in-
fluence la courbure locale de la membrane, nous reviendrons sur cette notion dans la section
2.1.2.
2.1.2 Les membranes
Nous présentons dans cette section les propriétés physiques des membranes de vésicules.
La taille des vésicules dans les expériences qui nous intéressent est toujours très grande devant
l’épaisseur de la bicouche lipidique, et les membranes sont donc considérées comme des ob-
jets bidimensionnels. Nous introduirons des quantités physiques qui permettent de décrire le
comportement des membranes sans faire intervenir les caractéristiques des molécules qui les
composent.
Fluidité
La membrane d’une vésicule est fluide au-dessus d’une certaine température Tm, elle même
déterminée par la nature chimique des phospholipides. En dessous de Tm, la membrane est en
phase gel. Nous présentons sur le tableau 2.2 quelques exemples de températures de transition
pour des lipides comportant des chaînes carbonées différentes. La longueur de la chaîne ainsi
que la présence éventuelle d’insaturations affecte la température de transition, car ces caracté-
ristiques de la chaîne rendent les lipides plus ou moins faciles à cristalliser.
Dans une membrane en phase fluide, les lipides d’une couche diffusent au sein de leur mono-
couche, qui constitue alors un liquide 2D. Les coefficients de diffusion latérale typiques des
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FIG. 2.3: Effet de la géométrie des molécules amphiphiles sur la structure de leurs auto-assemblages
dans l’eau (d’après [Manneville, 1999])
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lipides dans leur monocouche sont d’environ 10−7 à 10−8 cm2/s (mesurés par Fluorescence Re-
covery After Photobleaching [Lipowsky and Sackmann, 1995]), ce qui entraîne qu’un lipide au
sein d’une vésicule de rayon 10 µmmet environ 1 s pour explorer toute la surface de la vésicule.
Le lipides peuvent également présenter un mouvement de rotation et donc être caractérisés par
un temps caractéristique de diffusion rotationnelle (10−9 à 10−11 s). Ils peuvent enfin passer
d’un feuillet à l’autre mais ce phénomène est très lent, le temps caractéristique de "flip-flop" est
de l’ordre de plusieurs heures et son influence est souvent négligée dans les expériences. Nous
ne nous intéressons dans ce travail qu’à des membranes dans une phase fluide, les expériences
seront donc menées à des températures bien supérieures à la température de transition sol-gel
du lipide étudié.
Nom du lipide Tm [°C]
C12 :0 (DPLC) -1.8
diC14 :0 (DMPC) 24.5
diC16 :0 (DPPC) 41.5
C16 :0 - C18 :1 (POPC) 11
C18 :0 - C18 :1 (SOPC) 6
C18 :1 - C18 :0 9
diC18 :1 (c9) (DOPC) -22
diC18 :1 (c6) 1
C18 :0 - C18 :2 -15
diC18 :2 -53
diC18 :3 -60
TAB. 2.2: Températures de transition sol :gel Tm pour différents phospholipides
Perméabilité
Les membranes de phospholipides sont perméables aux petites molécules neutres et no-
tamment à l’eau. La perméabilité est mesurée par un coefficient P exprimé en µm/s qui dé-
pend de la nature des phospholipides de la membrane considérée et de celle de la molécule
dont on étudie la diffusion. Ce coefficient P mesure le volume de molécules qui peut passer
à travers une unité de surface de membrane par unité de temps, ce qui explique que sa di-
mension soit une longueur divisée par un temps. Ce coefficient peut être mesuré lors d’expé-
riences de micropipettes [Olbrich et al., 2000],[Rawicz et al., 2000] ou de dégonflement osmo-
tique [Boroske et al., 1981].
Le fait que les molécules de glucose et de sucrose, notamment, ne puissent pas traverser les
membranes de phospholipides sera souvent mis à profit dans le présent travail pour appliquer
une pression osmotique sur la membrane. En effet, si deux espèces chimiques sont en concentra-
tions différentes d’un côté et de l’autre de la membrane, ces espèces ont des potentiels chimiques
différents. Les molécules d’eau ont donc tendance à traverser la membrane pour équilibrer les
potentiels chimiques, ce qui résulte en une pression osmotique sur la membrane qui s’écrit :
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Π = RTln(
Nint
Next
) (2.1)
où R est la constante des gaz parfaits, T la température et Nint et Next sont les nombres
de molécules de l’espèce considérée à l’intérieur et à l’extérieur de la membrane. Il est donc
possible d’ajuster la pression exercée sur la membrane d’une vésicule en jouant sur les concen-
trations internes et externes des composants qui ne peuvent pas traverser la membrane.
Tension
Dans le cas où les pressions sont différentes à l’intérieur et à l’extérieur d’une vésicule, sa
membrane est soumise à une tension qui s’exprime grâce à la loi de Laplace :
Pext − Pint = 2 σ
R
(2.2)
où Pext et Pint sont les pressions respectivement à l’extérieur et à l’intérieur de la vésicule,
σ est la tension de membrane (quantité intensive exprimée en N/m) et R est le rayon de la
vésicule. Les vésicules sont des objets fragiles ; leur membrane ne peut pas supporter de fortes
tensions donc une vésicule soumise à une différence de pression rompt facilement. On peut
définir une tension de lyse pour un type de lipides, dont les valeurs caractéristiques sont de
l’ordre de σlyse = 10 mN/m [Olbrich et al., 2000]. Nous pouvons donc calculer que l’ordre de
grandeur de la différence Pext − Pint maximale que peut supporter une vésicule de 20 µm et de
100 Pa. Cette valeur est à comparer avec les valeurs des pressions osmotiques du sucrose et du
glucose aux concentrations que nous utilisons qui sont de l’ordre de 105 Pa [Lide, 2001].
Déformation
La forme au repos d’une membrane dépend de sa composition mais dans le cas où celle-
ci est identique dans les deux feuillets, la membrane est plate. Une asymétrie de composition
entre les deux feuillets entraîne une courbure spontanée c0. Si la membrane subit des forces
extérieures, elle peut se déformer, et cette déformation peut se décomposer selon trois modes
de déformation indépendants [Lipowsky and Sackmann, 1995] qui sont représentés sur la figure
2.4.
- Déformation en extension : dans ce cas l’aire par lipide est modifiée. L’énergie d’inter-
action entre phospholipides est très nettement minimisée pour une distance intermoléculaire
d’environ 1 nm, et s’écarter de cette valeur est très coûteux en énergie. De plus la solubilité des
phospholipides dans l’eau est très faible (concentration micellaire critique ≈ 10−10 M) donc
à l’équilibre il n’y a pas d’échange entre la bicouche et le milieu externe, et le nombre de li-
pides dans la membrane est fixé. Dans la limite des déformations élastiques, la densité d’énergie
est quadratique avec le taux de déformation et la densité d’énergie associée à une déformation
d’extension s’écrit :
eext =
1
2
K
(
A− A0
A0
)2
(2.3)
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FIG. 2.4: Représentation des trois modes indépendants de déformation d’une surface : (a) extension,
(b) cisaillement et (c) courbure.
où A0 est l’aire de la membrane au repos, A l’aire de la membrane déformée et K son mo-
dule de compressibilité. Nous montrerons par la suite que cette formule permet de mesurer le
module élastique K lors des expériences de micropipettes. K est d’environ 0,2 J.m−2 pour les
vésicules lipidiques [Evans and Rawicz, 1990], or nous connaissons la tension de lyse d’une
membrane de phospholipides [Olbrich et al., 2000] donc nous pouvons calculer que l’extension
maximale (A− A0)/A0 que peut subir une membrane de phospholipides est de 4%.
- Déformation par cisaillement : il s’agit d’un réarrangement de matière au sein d’un même
feuillet qui conserve l’aire par lipide et ne change pas la courbure de la membrane. Les mou-
vements de cisaillement dans le plan de la membrane ne coûtent pas d’énergie dans le cas de
nos membranes car les lipides se déplacent librement au sein de leur feuillet. Nous précisons
que cela ne veut pas dire que l’on ne puisse pas définir une viscosité de membrane, mais un
réarrangement de matière à vitesse nulle ne coûterait pas d’énergie.
- Déformation par courbure : la déformation se fait à aire constante mais implique néan-
moins l’apparition d’une densité d’énergie qui s’écrit :
ec =
1
2
kC(c1 + c2 − 2c0)2 + kGc1c2 (2.4)
où kC est le module de courbure et kG la constante de rigidité gaussienne, et c1 et c2 sont les
courbures principales de la surface. Les courbures principales en un point sont définies comme
étant les inverses des deux principaux rayons de courbure R1 et R2 (comptés algébriquement)
de la surface en ce point, comme indiqué sur la figure 2.5. La somme de c1 et c2 définit la cour-
bure moyenne de la surface, mais cette quantité n’est pas suffisante pour décrire complétement
son énergie de courbure. En effet on voit bien sur la figure 2.5 que les points où manifestement
la courbure est la plus importante présentent une courbure moyenne c1 + c2 nulle. Il est donc
nécessaire d’introduire la courbure gaussienne c1c2 pour décrire complétement l’état de cour-
bure en un point. Ceci explique la présence du second terme dans l’équation précédente. On
peut noter que le module de courbure kc pour les membranes auxquelles nous nous intéressons
est de l’ordre de 10 - 20 kBT et que les valeurs mesurées dans la littérature varient souvent du
simple au double selon la technique utilisée pour la mesure (micropipettes, analyse de contours,
2.1. LES VÉSICULES 19
FIG. 2.5: Exemples de surfaces courbes : (a) avec une courbure gaussienne c1c2 = 1/R1R2 > 0, (b)
avec une courbure gaussienne c1c2 = 1/R1R2 < 0 (c) avec des courbures opposées 1/R et −1/R,
la courbure moyenne est nulle mais la courbure gaussienne est 1/R2 d’après [Abkarian, 2002]
extrusion de tubes [Pécréaux, 2004]).
D’après le théorème de Gauss-Bonnet, l’intégrale du terme kgc1c2 sur la surface de la mem-
brane est constante pour une surface de topologie donnée donc la contribution de la courbure
gaussienne de la surface (c1c2) ne varie que si les vésicules changent de topologie (apparition
d’une anse) ; en pratique dans les expériences présentées ici, cela n’arrive jamais.
Les modules de courbure kC et de compressibilité K des membranes sont influencés par
la taille des queues et le nombre d’insaturations des molécules de lipides [Rawicz et al., 2000]
[Olbrich et al., 2000]. Nous résumons dans le tableau 2.3 les différents paramètres des mem-
branes mesurés par micropipettes ([Rawicz et al., 2000], technique présentée en détail à la sec-
tion 2.4.1) : les modules de courbure sont exprimés en Joules ainsi qu’en unités de kBT . Cela
permet d’avoir une idée immédiate de l’ordre de grandeur des énergies mises en jeu dans les
phénomènes et de les comparer à l’énergie d’agitation thermique de la solution.
(a) (b) (c)
phospholipide kC (10−19J) kC (kBT ) K (mN/m)
diC13 :0 0.56 ± 0.07 14 ± 1.75 239 ± 15
diC14 :0 0.56 ± 0.06 14 ± 1.5 234 ± 23
C18 :0/1 0.9 ± 0.06 22.5 ± 1.5 235 ± 15
diC18 :1 c9 0.85 ± 0.1 21.25 ± 2.5 265 ± 18
diC18 :9 t9 1.03 ± 0.11 25.75 ± 2.75 229 ± 12
diC20 :4 0.44 ± 0.05 11 ± 1.25 250 ± 10
TAB. 2.3: Modules de courbure kC (a) en Joules (b) en unités de kBT , (c) Modules d’élas-
ticité K (mN/m) mesurés par micropipettes sur des membranes contituées de différents lipides
[Rawicz et al., 2000]
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FIG. 2.6: Observation par microscopie de fluorescence des fluctuations de la membrane d’une vési-
cule a : dans un même plan à différents instants, b : projection des images de plusieurs plans, d’après
[Sandre, 2000]
Fluctuations d’une membrane
L’énergie caractéristique de l’agitation des molécules dans un liquide est kBT et le module
de courbure de la membrane est de l’ordre de 10 kBT ; par conséquent la membrane est sujette
à des fluctuations d’origine thermique [Brochard and Lennon, 1975]. Les molécules de solvant
frappent la membrane de façon aléatoire sous l’effet du mouvement brownien. Ces fluctuations
ont été mises en évidence expérimentalement comme le montre la figure 2.6.
Pour décrire les fluctuations d’une membrane, sa surface est définie comme une fonction
h (x, y), c’est-à-dire que chaque point de la surface est repéré par ses coordonnées (x, y, h (x, y)).
Cette description est connue comme la représentation de Monge. L’énergie libre de la surface
s’écrit alors :
F =
kc
2
∫ (
∂2h
∂x2
+
∂2h
∂y2
)2
dxdy +
σ
2
∫ (
∂h
∂x
2
+
∂h
∂y
2)
dxdy (2.5)
Cette énergie est la somme d’un terme de courbure et d’un terme de tension. Il est commode
de passer dans l’espace de Fourier pour intégrer F et par définition de la Transformée de Fourier,
les modes de déformation s’écrivent en fonction du vecteur d’onde q :
hq =
∫ ∫
ei(qxx+qyy)h (x, y) dxdy (2.6)
et on peut donc écrire l’énergie F comme :
Fq =
kc
2
∫ ∫
dqxdqy
2pi2
(
kcq
4 + σq2
)
hqh−q (2.7)
Comme le bruit thermique est aléatoire, d’après le théorème d’équipartition de l’énergie,
tous les modes de déformations sont sollicités avec la même probabilité. Nous pouvons utiliser
cette propriété pour exprimer le spectre des fluctuations :
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〈hqh−q〉 = A0 kBT
kcq4 + σq2
(2.8)
Jusqu’ici nous avons considéré que des fluctuations existaient à toutes les échelles de tailles,
néanmoins il est clair que le plus grand vecteur d’onde des fluctuations correspond à la taille des
molécules, et le plus petit correspond à celle de l’échantillon. On introduit donc deux vecteurs
d’onde de coupure qmin et qmax. Si A0 est l’aire apparente de la membrane, on peut exprimer la
portion d’aire "cachée" dans les fluctuations thermiques de la membrane (A−A0)/A0 où A est
l’aire réelle de la membrane. Pour ce faire, nous devons intégrer la quantité 〈hqh−q〉 pour tous
les vecteurs d’onde, donc entre qmin et qmax :
A− A0
A0
=
1
2
∫ qmax
qmin
qdq
2pi
kBT
kcq4 + σq2
=
kBT
8pikc
ln
σmax + σ
σmin + σ
(2.9)
Dans les cas expérimentaux, on a σmin << σ << σmax et on peut donc écrire la relation
qui relie la tension de membrane à l’aire consommée par les fluctuations :
A− A0
A0
=
kBT
8pikc
ln
σmax
σ
(2.10)
qui est connue comme la relation d’Helfrich. Nous verrons au paragraphe 2.4.1 que cette
relation va nous permettre de mesurer kc lors des expériences de micropipettes.
2.1.3 Vésicules dégonflées : morphologie
Comme un ballon de baudruche, une vésicule gonflée (nous verrons comment se mesure son
état de gonflement) est sphérique, mais elle peut être dégonflée et atteindre des formes diffé-
rentes de la sphère. Ces formes dégonflées (volume variable à surface constante) sont très variées
et ont été mises en évidence expérimentalement depuis longtemps [Lipowsky and Sackmann, 1995].
Parallèlement beaucoup de travaux théoriques traitent de la prédiction des formes dégonflées
(par exemple [Seifert and Lipowsky, 1990], [Mui et al., 1995]) ; nous donnons un aperçu de ces
travaux dans cette section.
Détermination des formes dégonflées à partir du hamiltonien d’Helfrich
Le taux de dégonflement des vésicules est mesuré par un paramètre ν défini comme le
rapport du volume de la vésicule sur le volume de la sphère de même aire :
ν =
V
4
3
pi
(√
A
4pi
)3 (2.11)
Ce paramètre vaut 1 pour une vésicule sphérique et décroît quand on dégonfle la vésicule.
La première approche pour prévoir les formes de vésicules dégonflées est d’obtenir l’énergie
du système via le hamiltonien d’Helfrich 2.4 et de rechercher les formes pour lesquelles il est
minimisé. Nous devons faire plusieurs hypothèses :
– la bicouche est fluide et il n’y a pas d’asymétrie entre les deux feuillets ;
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FIG. 2.7: Formes de vésicules calculées à partir du hamiltonien d’Helfrich pour différents taux de
dégonflement des vésicules, extrait de [Seifert and Lipowsky, 1990]
– la topologie de la vésicule ne peut pas changer (d’une sphère à un tore par exemple) donc
le terme de courbure gaussienne est constant ;
– l’aire et le volume de la vésicule sont fixés (le calcul se fait donc à taux de dégonflement
constant).
En minimisant l’énergie libre de la bicouche pour différentes valeurs du taux de dégonfle-
ment, on obtient les formes axisymétriques présentées sur la figure 2.7. On peut voir sur la figure
que quand on dégonfle la vésicule celle ci passe d’une sphère (ν =1) à un ellipsoïde puis à une
forme de cacahuète, puis on observe une transition prolate/oblate. Quand ν décroît encore, on a
une seconde transition vers des formes de discoïdes biconcaves [Seifert and Lipowsky, 1990].
Néanmoins ce modèle ne rend pas compte de toutes les formes de vésicules observées expé-
rimentalement, notamment les formes non-axisymétriques de type étoile de mer [Wintz et al., 1996],
il faut donc un modèle plus complexe que celui-ci pour rendre compte de la totalité des résultats
expérimentaux.
Détermination des formes dégonflées via le modèle ADE
Dans la première modélisation utilisant seulement l’hamiltonien d’Helfrich, la structure en
double feuillet de la membrane n’est pas prise en compte. Or ces deux feuillets ne contiennent
pas forcément le même nombre de lipides. Les nombres respectifs de lipides par feuillet interne
(Nint) et externe (Next) sont fixés au moment de la formation de la vésicule. Or la probabilité
pour un lipide de passer d’un feuillet à l’autre (flip-flop) est très faible, on peut donc définir une
différence d’aire intrinsèque entre les deux feuillets δA0 :
δA0 = Nintaint +Nextaext (2.12)
où aint et aext sont les aires moyennes par lipide dans les feuillets internes et externes.
Il y a une seconde raison pour avoir une différence d’aire entre les deux feuillets, c’est la cour-
bure de la vésicule. Prenons l’exemple d’une sphère de rayon R formée par une membrane
d’épaisseur d fermée sur elle-même. La face interne de la membrane a une aire légèrement infé-
rieure à celle de la face externe. Cette diffèrence d’aire δA vaut 8pirdr, donc pour une vésicule
de rayon 10 µm et d’épaisseur d=6 nm, la différence de surface est de l’ordre du millième. En
règle générale δA s’écrit :
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FIG. 2.8: Diagramme de phase des formes de vésicules calculées avec le modèle ADE : les
formes dépendent du taux de dégonflement des vésicules et de l’asymétrie entre les bicouches de
phospholipides, les traçés en pointillés correspondent aux formes non-axisymétriques, extrait de
[Mui et al., 1995]
δA = d
∫
(c1 + c2)dA (2.13)
où c1 + c2 est la courbure moyenne de la surface en chaque point.
Cette différence d’aire est à l’origine d’un terme d’énergie élastique qui traduit le fait que si
la différence d’aire entre les deux feuillets de la membrane s’éloigne de δA0, cela coûte de
l’énergie avec une certaine échelle d’énergie k¯ :
k¯
2
(δA− δA0)2 = k¯
2
(d
∫
(c1 + c2)dA− δA0)2 (2.14)
Cette correction qui s’ajoute à l’energie d’Helfrich 2.4 constitue le modèle ADE (Area Dif-
ference Elasticity). Nous voyons sur la figure 2.8 que les formes des vésicules calculées grâce
au modèle ADE sont beaucoup plus riches que celles obtenues via le hamiltonien de Helfrich et
que le modèle permet notamment de prévoir des formes non-axisymétriques [Miao et al., 1994]
[Mui et al., 1995].
Vésicules dégonflées et décorées : morphologie
Les modèles que nous venons de présenter prédisent les formes des GUVs dans le cas de
vésicules simples, mais de nombreuses études sont consacrées à des vésicules dont la mem-
brane est modifiée par des protéines insérées dans la bicouche ou de polymères greffés sur la
membrane (cf. chapitre 3). Les formes de vésicules dans ces cas-là peuvent être très différentes
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FIG. 2.9: Simulations numériques des formes d’équilibre de vésicules en interaction avec un poly-
mère greffé, extraits de [Wang et al., 2005]. Les distributions des probabilités de présence du poly-
mère sont indiqués en niveaux de gris sur les figures. Sur les deux figures de droite, le polymère a
une interaction de deux intensités différentes avec la membrane
de celles prévues par les modèles simples : en effet un polymère greffé modifie les propriétés
de la membrane (nous y reviendrons à la section 2.3) et donne lieu à des formes de vésicules
différentes de celles prédites par les modèles simples.
Nous citerons les formes prédites numériquement dans [Wang et al., 2005] grâce à des si-
mulations de vésicules axysymétriques en interaction avec un polymère greffé. La figure 2.9
montre des exemples extraits de ces simulations, les distributions des probabilités de présence
du polymère sont indiquées en niveaux de gris. Les formes des vésicules dans ce cas ne sont pas
prévues par les modèles que nous avons présenté précédemment.
Nous nous arrêterons ici pour la description de la physique des vésicules. Le but du présent
travail étant de décrire les propriétés de systèmes composites à base de vésicules phospholipi-
diques et de polymères, nous allons dans la section suivante rappeler quelques points concernant
les polymères et les gels polymères.
2.2 Systèmes polymères
2.2.1 Les chaînes en solution
"poly"-"mère" veut dire "plusieurs"-"parties", un polymère est une macromolécule compo-
sée d’un nombre N de monomères élémentaires attachés les uns aux autres. Il existe une très
grande variété de polymères naturels (caoutchouc, ADN ...) et artificiels (polystyrène, nylon ...).
Leur étude, tant au niveau physique que chimique, représente un très large champ d’investiga-
tion. Nous tentons ici de rappeler quelques points nécssaires à la compréhension de cette étude
tirés de la littérature [de Gennes, 1979].
Chaîne idéale
L’approche la plus simple pour modéliser un polymère composé de N monomères de lon-
gueur a est de le traiter comme une chaîne idéale. La macromolécule correspond à une marche
aléatoire de N pas sur un réseau de maille a, d’un point défini comme l’origine du réseau à un
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point caractérisé par un vecteur position ~r. Il y a un nombre de chemins distincts RN (~r) définis
par ces paramètres. Par conséquent on peut associer une entropie à ces différentes conformations
possibles, qui s’écrit :
S (~r) = ln [RN (~r)] (2.15)
Cette contribution entropique joue un rôle important dans le comportement des polymères.
Revenons à la marche aléatoire : si un point du réseau a z voisins, à chaque point du réseau
la chaîne a z possibilités pour choisir la direction du pas suivant, et donc on peut écrire que le
nombre total de chemins possibles à N pas est :∑
~r
RN (~r) = z
N (2.16)
Ensuite on peut écrire le vecteur ~r comme la somme des vecteurs correspondant aux pas
élémentaires de la chaîne sur le réseau :
~r =
∑
N
~aN (2.17)
où les vecteurs ~aN sont des vecteurs de longueur a avec z orientations possibles et dont
les orientations sont totalement indépendantes. Cela permet d’exprimer facilement la longueur
carrée moyenne de la chaîne d’une extrémité à l’autre :
< ~r2 >= Na2 = R2O (2.18)
Et de montrer que la taille caractéristique de la marche aléatoire R0 varie comme N1/2.
Par ailleurs, une autre conséquence du caractère aléatoire des orientations successives des ~aN
est que dans le cas des grands N, la distribution de probabilité que l’extrémité de la chaîne se
trouve à une distance r de l’origine est une gaussienne qui s’écrit :
p (~r) =
RN (~r)∑
~r RN (~r)
∼= N3/2exp
(−3r2
2Na2
)
(2.19)
Ceci nous permet de donner un expression de l’entropie conformationnelle de la chaîne :
S (~r) = S (0)− 3
2
r2
R20
(2.20)
Ce résultat exprime le fait que si on étire la chaîne, le nombre de configurations qu’elle
peut atteindre diminue, et par conséquent son entropie également. L’énergie libre de la chaîne
s’écrit :
F (~r) = E − TS = F (0)− 3
2
Tr2
R20
(2.21)
Ceci montre que la chaîne se comporte comme un ressort entropique de raideur 3
2
T
R20
.
Le modèle de la chaîne idéale permet d’obtenir des résultats fondamentaux sur la physique des
polymères ainsi que de comprendre certaines de leurs propriétés de façon simple. Néanmoins
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FIG. 2.10:Définition des solutions de polymères diluées c < c∗, de la concentration de recouvrement
des chaînes c = c∗ et des solutions semidiluées c > c∗, extrait de [de Gennes, 1979]
nous allons devoir introduire une description moins idéalisée des chaînes de polymères. Histo-
riquement cela a été fait d’abord parce que les expériences réalisées sur les chaînes en solution
ont montré que celles-ci ne se comportaient pas comme des chaînes idéales.
Chaîne "réelle" en bon solvant
Dans le but d’améliorer la description des polymères, la chaîne est toujours considérée
comme une marche aléatoire mais avec la contrainte de s’auto-éviter, ce qui est physiquement
pertinent puisque les monomères ne peuvent s’interpénétrer. Dans ce cas, en bon solvant, la
taille caractéristique de la marche aléatoire varie comme :
RO ∝ N ν avec ν = 3/5 (2.22)
Concentration de recouvrement des chaînes c∗
On peut distinguer les solutions de polymères en fonction de leur concentration en chaînes.
Il existe une concentration c∗ pour laquelle les chaînes se recouvrent : c’est-à-dire que la concen-
tration de la solution est exactement égale à la concentration de polymère dans le volume cor-
respondant à une chaîne, elle s’écrit donc en bon solvant :
c∗ ∝ N
R3O
=
N1−3ν
a−3
=
N−4/5
a−3
(2.23)
D’une façon simple, on peut dire que pour c < c∗ une solution de polymère est diluée, et il
n’y a pas d’interaction entre les chaînes. Pour c > c∗ il faut prendre en compte les interactions
entre chaînes.
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FIG. 2.11: Structure typique d’un gel : un ensemble de chaines reliées par des points de réticulation,
avec des irrégularités comme des boucles ou des chaînes non réticulées, extrait de [de Gennes, 1979]
2.2.2 Les gels de polymères
Définition
Un gel est un réseau tridimensionnel de chaînes de polymères reliées par un certain nombre
de connections, comme représenté sur la figure 2.11. La nature de ces connections détermine le
type du gel :
– Gels temporaires : résultants de l’enchevêtrement de longues chaînes. Par exemple une
solution de polymère pour c > c∗ sollicitée avec un temps caractéristique inférieur au
temps de vie des enchevêtrements se comportera comme un gel. Le type de comportement
(liquide ou solide) dépendra donc du temps caratéristique de sollicitation.
– Gels physiques : la cohésion est due à des interactions physiques (liaisons H, interactions
électrostatiques ...)
– Gels chimiques : obtenus par la polymérisation covalente d’unités monomères dont une
fraction est de fonctionnalité supérieure à 2 ou par réticulation covalente de chaînes li-
néaires.
Les gels sont des objets importants parce que leurs applications sont pléthoriques : de l’agroali-
mentaire aux matériaux, nous rencontrons des gels couramment dans notre vie quotidienne.
Propriétés mécaniques : gonflement et élasticité des gels
Nous donnons ici quelques généralités concernant les propriétés thermodynamiques des gels
[Cohen-Addad, 1996]. Ces modèles considèrent les gels comme des "caoutchoucs gonflables".
- Gonflement
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La description de l’état de gonflement d’un gel polymère est basée sur l’hypothèse d’un
équilibre entre les interactions "osmotiques" (chaînes-solvant) et les effets d’élasticité "entro-
piques" des chaînes. Ces effets ne sont pas complètement indépendants, par exemple une dé-
formation élastique du réseau devrait modifier les interactions osmotiques entre les chaînes.
Néanmoins dans le cadre des théories classiques (qui seront suffisantes pour comprendre les
phénomènes mis en jeu dans cette étude), ces couplages sont négligés et on peut écrire en pre-
mière approximation l’énergie libre du réseau comme une somme de 2 termes indépendants :
F = Fmix (Φ) + Fel (λx, λy, λz) (2.24)
où Φ est la fraction volumique de polymère et λx, λy, λz les rapports des tailles du gel dans
les directions x, y, z entre l’état de référence et l’état étudié. Fmix (Φ) est la partie osmotique de
l’énergie et Fel (λx, λy, λz) sa partie élastique.
Cette équation reflète le fait que les monomères ont une affinité plus ou moins grande avec
les molécules de solvant, donc tendent à faire entrer du solvant dans le gel. Mais si trop de
molécules de solvant entrent, le gel change de volume et les chaînes de polymères sont dilatées.
Comme les chaînes sont des ressorts, la dilatation du gel fait apparaître de l’énergie élastique.
Nous avons donc deux raisons pour le gel de gagner de l’énergie, et donc F s’écrit bien comme
la somme d’un terme osmotique et d’un terme élastique.
Concernant la détermination des expressions analytiques de Fmix (Φ) et Fl (λx, λy, λz), si le
gel est considéré comme une solution semi-diluée de chaînes de polymère dans un solvant, on
peut calculer Fmix (Φ) avec un modèle de Flory-Huggins [de Gennes, 1979] :
Fmix (Φ)
kBT
=
Φ
N
lnΦ + (1− Φ)ln(1− Φ) + χΦ(1− Φ) (2.25)
où χ est un paramètre qui mesure l’interaction monomère-solvant et N désigne l’indice
de polymérisation de la chaîne. De façon très simplifiée, on peut dire que le premier terme
correspond à l’entropie translationnelle des chaînes (Φ/N étant la concentration en chaînes) et
le second à celle des molécules de solvant (de concentration (1−Φ)). Le dernier terme exprime
l’énergie d’interaction entre monomères et solvant. Nous avons exprimé Fmix (Φ) comme une
énergie libre par site. Pour un gel N 7→ ∞ et donc :
Fmix (Φ) = kBT [(1− Φ)ln(1− Φ) + χΦ(1− Φ)] (2.26)
Pour des raisons de cohérence nous exprimerons également le terme d’élasticité Fel comme
une énergie libre par site. Dans ce cadre, on obtient pour la densité d’énergie libre élastique :
Fel (λx, λy, λz) = A
kBT
2
Φ
1
3
Nc
Φ
2
3
0
(
λ2x + λ
2
y + λ
2
z
)
(2.27)
Dans les cadres théoriques les plus simples A=1 et le terme précédent représente simplement
l’énergie élastique d’une assemblée de chaînes dont la taille est dilatée d’un facteur λ. Selon la
fonctionnalité des points de réticulation, la valeur de A varie.
Pour une description plus réaliste, il faudrait introduire un terme rendant compte de la locali-
sation spatiale des points de réticulation et de l’entropie liée à leur mouvement. Nous donnons
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donc ici une expression simplifiée de Fel car le calcul de ce terme a donné lieu à de nombreuses
controverses. Nc est le nombre moyen de monomères entre deux points de réticulation et Φ0 est
la fraction volumique de polymère dans l’état de référence. Nous avons donc maintenant une
expression de la densité d’énergie libre pour un gel baigné dans un solvant, celle-ci s’écrit :
F = (1− Φ)ln(1− Φ) + χΦ(1− Φ) + AkBT
2
Φ
1
3
Nc
Φ
2
3
0
(
λ2x + λ
2
y + λ
2
z
)
(2.28)
Le potentiel chimique des molécules de solvant dans le gel est égal à :
∆µ =
(
∂F
∂n
)
T
(2.29)
où n est le nombre de molécules de solvant dans le gel. Dans notre cas, ce potentiel chimique
sera donc la somme d’un terme osmotique et d’un terme élastique :
Πgel = Πgelos +Π
gel
l = ∆µ
kBT
ν
(2.30)
où ν est le volume moléculaire du solvant. En dérivant l’énergie libre F on obtient :
∆µ = kBT
[
−
(
1
2
− χ
)
Φ2 +
A
Nc
Φ
1
3Φ
2
3
0
]
(2.31)
Nous pouvons facilement calculer la fraction volumique d’équilibre du gel à partir de l’ex-
pression de ce potentiel chimique. En effet le gel est à l’équilibre quand son énergie libre est
minimum ou, ce qui est équivalent, quand le potentiel des molécules de solvant est nul. La
fraction volumique d’équilibre Φeq s’écrit donc :
Φeq =
A
3
5
1
2
− χΦ
3
5
0N
3
5
c (2.32)
Cette fraction correspond à l’équilibre entre la tendance osmotique du gel à être gonflé par
les molécules de solvant et la résistance élastique des chaînes à la dilatation.
- Propriétés mécaniques
Nous allons utiliser l’expression de l’énergie libre du gel pour exprimer ses propriétés élas-
tiques. Par définition la force de rappel du gel s’écrit :
fx =
1
Lix
(
∂F
∂λx
)
T
(2.33)
où Lix est la taille de l’échantillon dans la direction x. Par conséquent la contrainte nominale,
force par unité de surface non déformée, s’écrit :
σ0 =
1
Si0L
i
x
(
∂F
∂λx
)
T
(2.34)
où Si0 est la surface orthogonale à la direction d’application de la force. En dérivant l’ex-
pression de l’énergie libre 2.28, il vient :
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σ0 = A
kBT
ν
Φ
1
3
Nc
Φ
2
3
0
(
λx − 1
λx
)
(2.35)
Nous obtenons une relation entre la contrainte et la déformation que subit le gel. Dans la
limite des petites déformations, nous négligerons le terme en 1/λx, ce qui ramène l’équation
précédente à une relation linéaire (type loi de Hooke σ0 = Gλx) entre la contrainte et la défor-
mation et qui permet de définir le module élastique du gel G :
G = A
kBT
ν
Φ
1
3
Nc
Φ
2
3
0 (2.36)
On peut constater que G varie comme la fraction volumique du gel à la puissance 1/3 et
avec l’inverse de Nc (donc linéairement avec le taux de réticulation). On peut également écrire
le potentiel chimique du gel comme :
Πgel =
(
1
2
− χ
)
Φ2 −G (2.37)
Précisons que cette description classique implique que les chaînes se comportent de manière
gaussienne, ce qui n’est pas le cas dans la réalité. De plus les mécanismes de déformation
élastiques des chaînes manquent également de réalisme. Néanmoins cette description a le mérite
de permettre de comprendre au moins qualitativement le comportement des gels ; c’est la raison
pour laquelle nous nous en contenterons ici.
2.2.3 Le poly(N-isopropylacrylamide)
Le poly(N-isopropylacrylamide) (poly(Nipam)) est cité dans la littérature avec une fré-
quence croissante depuis 1956 [Schild, 1992]. L’intérêt qu’il suscite est largement dû à son
caractère thermosensible. En effet, comme certains autres polymères hydrosolubles, le poly-
oxyde d’éthylène (POE) par exemple, le poly(Nipam) présente une transition volumique qui se
manifeste par un effondrement des chaînes de polymère quand la température passe une cer-
taine température critique TC . De plus celle-ci est proche de la température du corps humain.
Grâce à cette propriété, le poly(Nipam) est utilisé d’une part pour de nombreuses applications
techniques, d’autre part comme un système modèle d’étude de la transition pelote-globule.
Thermostimulabilité
L’article le plus fréquemment cité (bien qu’il ne soit pas historiquement le premier) mettant
en évidence la transition volumique du polyNipam en solution est [Heskins and Guillet, 1968].
Les auteurs étudient d’abord la transition volumique par une technique on ne peut plus simple
appellée "cloud point" : des solutions de polyNipam sont chauffées très lentement jusqu’à l’ob-
servation de la transition. Celle-ci est très nette car l’effondrement des chaînes entraîne une
démixion de la solution qui devient opaque. Cette transition est réversible.
Par la suite, cette mesure a été améliorée par l’utilisation de spectrophotomètres mais l’idée
est la même. Le résultat des ces expériences est montré dans la figure 2.13 : on peut constater
que la température de transition varie peu pour une gamme assez large de fractions volumiques
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FIG. 2.12: Structure chimique du poly(N-isopropylacrylamide) (poly(Nipam), extrait de
[Balu, 2005]
de polymère. Des expériences de DSC montrent par ailleurs que la transition est un processus
endothermique [Otake et al., 1990], enfin des expériences de viscosimétrie et de sédimentation
mettent en évidence la réduction de taille des chaînes [Schild, 1992].
La transition pelote-globule pour les chaînes individuelles a été mise en évidence par diffu-
sion de lumière dans [Kubota et al., 1990] et [Fujishige et al., 1989] où les auteurs mesurent la
réduction du rayon de giration des chaînes avant et après la transition.
Le comportement d’une chaîne de polymère dans un solvant est déterminé par un équilibre entre
les interactions monomère-monomère, monomère-solvant et solvant-solvant ; l’énergie globale
de la chaîne doit être minimale. Aux températures inférieures à la température de transition,
les parties amide des monomères forment des liaisons hydrogène avec les molécules d’eau,
alors que les groupes isopropyl apolaires sont entourées de molécules d’eau formant une cage
hydrophobe ( figure) 2.12. Cet effet entraîne une baisse de l’entropie de mélange mais aux
températures inférieures à la température de transition, c’est l’enthalpie de mélange dûe aux
liaisons hydrogènes qui l’emporte. Quand la température dépasse la température de transition,
d’une part la fragilisation des liaisons hydrogènes entre les molécules d’eau et les groupements
amide et d’autre part l’ouverture des cages hydrophobes autour des groupements isopropyl (qui
s’assemblent alors par interaction hydrophobe) entraînent une augmentation de l’entropie. Ces
deux effets aboutissent à une séparation de phases entre les macromolécules et les molécules de
solvant.
Certains travaux ([Wang et al., 1998]) discutent du mécanisme précis de la transition et
montrent qu’elle se produit en deux étapes. Tout d’abord les chaînes individuelles s’effondrent
puis les différents globules s’agrègent pour former de grosses particules colloïdales métastables,
ce qui explique la démixion visible des solutions de polyNipam.
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FIG. 2.13: Température de transition de solutions aqueuses de poly(Nipam) en fonction de leur
fraction volumique, diagramme de phases extrait de [Jean, 2000]
Le poly(Nipam) est un tensio-actif
L’étude du comportement du poly(Nipam) à l’interface eau-air en présence de détergent
[Jean, 2000], a permis de déterminer la tension de surface de solutions aqueuses de poly(Nipam)
et d’autres polymères neutres. La figure 2.14 montre les résultats de ces expériences, et donc le
comportement fortement tensio-actif du poly(Nipam) qui réduit la tension de surface de l’eau de
70 à environ 40mM/m. Son influence est nettement plus grande que celle des autres polymères
testés.
Gels de poly(Nipam)
L’étude des gels réticulés de poly(Nipam), comme le précise [Schild, 1992], évolue de façon
relativement indépendante à celle du poly(Nipam) en solution. En effet il faut attendre 1984 pour
que soit publiée l’observation de la transition volumique caractéristique des gels de poly(Nipam)
déclenchée par la température [Hirokawa and Tanaka, 1984]. Cet article est le premier à pré-
senter une transition volumique discontinue pour un gel non-ionique. La mesure du degré de
gonflement V/V0 (volume de l’échantillon sur volume des chaînes) des gels de poly(Nipam) en
fonction de la température est représentée sur la figure 2.15, qui montre la transition volumique
très abrupte que subissent les gels à environ 32°C. Bien sûr, la cause de la transition volumique
pour les gels de poly(Nipam) est la même que pour les chaînes individuelles.
Après avoir présenté les propriétés des membranes de vésicules puis celles des polymères,
nous allons nous intéresser à l’effet de l’interaction entre un polymère et une membrane.
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FIG. 2.14: Tension de surface à l’interface eau/air en fonction de la concentration en polymère pour
des solutions aqueuses de différents polymères neutres (poly(Nipam), alcool polyvinylique (PVA),
poly(vinylpyrrolidone) (PVP) et polyoxyde d’éthylène (POE)) en fonction de leur concentration,
extrait de [Jean, 2000]
2.3 Interaction polymère/membrane : effet sur les propriétés
de courbure
L’effet d’un polymère en interaction avec une membrane flexible a été abondamment décrit
dans de nombreux travaux théoriques dont nous présenterons ici un aperçu. Nous ne rentrerons
pas dans la description des techniques que les auteurs ont utilisées, mais nous rappellerons les
résultats obtenus sur les modifications des propriétés de membrane dues au polymère.
2.3.1 Polymères greffés
Le premier cas à étudier est celui où la chaîne de polymère est attachée ponctuellement à
la membrane. On va distinguer deux régimes à partir de la densité de polymères greffés : si la
distance d entre les points d’ancrage est plus grande que le rayon de giration des polymères Rg,
alors les chaînes ne sont pas influencées par la présence de leurs voisines, ce régime est appelé
"champignon". Si la distance entre les points d’ancrage est inférieure à la taille des chaînes, les
chaînes sont étirées et on est dans un régime "brosse". Ces deux régimes sont illustrés par la
figure 2.16. On définit donc une densité de greffage γ des chaînes sur la surface.
Polymères greffés isolés
Un polymère isolé déforme la membrane sur laquelle il est greffé, car il gagne de l’entropie
conformationnelle si la membrane se courbe en s’éloignant de la chaîne. On peut calculer ce gain
d’entropie à partir des fonctions de partition de la chaîne dans une géométrie plane d’une part
34 CHAPITRE 2. PARTIE THÉORIQUE
FIG. 2.15: Taux de gonflement V/V0 de gels de poly(Nipam) en fonction de la température, extrait
de [Hirokawa and Tanaka, 1984], en encart : zoom sur la région de la transition
FIG. 2.16: Régimes de greffage d’un polymère sur une surface : si d > Rg on est en régime "cham-
pignon", si d <Rg on est en régime "brosse" et les chaînes ont une longueur h > Rg, extrait de
[Bickel, 2001]
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et sphérique et cylindrique d’autre part [Hiergeist and Lipowsky, 1996]. Le calcul explicite de
la forme de la membrane déformée par un polymère greffé est donné dans [Bickel et al., 2000].
Le détail du calcul des constantes élastiques effectives de la membrane est présenté dans [Bickel, 2001],
on obtient 1 :
∆kC = kBT
pi + 2
2
γR2g (2.38)
∆kG = −2kBTγR2g (2.39)
∆kC est positif et∆kG négatif. Il a été également montré que l’effet de la mobilité des lipides
de la membrane pouvait aboutir à des séparations de phases et même à un bourgeonnement de
la membrane si on prenait en compte le couplage entre la diffusion des lipides et la courbure
induite par les chaînes greffées [Nicolas and Fourcade, 2003].
Brosses de polymères greffés
Le profil de concentration en monomères dans une brosse a une forme parabolique [Milner et al., 1988],
ce qui permet de calculer la contribution d’une brosse à l’énergie interfaciale dans des géomé-
tries sphériques et cylindriques. L’excès d’énergie libre de la membrane couplée à la brosse de
polymère revient à augmenter effectivement son module de courbure et à diminuer son module
de courbure gaussienne. On peut obtenir à partir cet excès d’énergie et de l’énergie d’Helfrich
la modification effective des constantes élastiques de la membrane :
∆kC = kBT
9
64
12
pi
1/3
N3(γa2)7/3 (2.40)
∆kG = −kBT 3
35
12
pi
1/3
N3(γa2)7/3 (2.41)
[Hiergeist and Lipowsky, 1996] trouvent des exposants différents avec un calcul en loi d’échelle.
Néanmoins le signe des contributions ∆kC et ∆kG est le même. Il est également identique au
cas des polymères en régime champignon.
Ces théories ont été validées expérimentalement dans [Endo et al., 2000] (effet de copoly-
mères sur des systèmes ternaires eau/huile/surfactant éudiés par diffusion de neutrons), [Evans and Rawicz, 1997]
(aspiration en micropipettes sur des vésicules décorées de PEG greffé sur les têtes des lipides) et
[Yang et al., 1998] (phases lamellaires de "polysoaps" étudiées par diffusion de rayons X et de
neutrons). Néanmoins [Warriner et al., 1998] (phases lamellaires à base de lipides PEG étudiées
par diffusion de rayons X) et [Joannic et al., 1997] (vésicules formées à partir d’un système ter-
naire surfactant/octanol/eau salée en interaction avec un copolymère PEG-Stéarate étudiées par
diffusion de lumière et de neutrons) ne mesurent pas d’effet important de la décoration sur le
module de courbure.
1Nous nous limitons au cas où la chaîne est greffée par une extrémité, mais elle peut être greffée de plusieurs
façons et donc présenter des configurations "cheveux", "boucle", "siamois" ou "gémeau", pour une revue de l’effet
de ces différentes configurations, cf. [Bickel, 2001] et [Lipowsky et al., 1998]
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FIG. 2.17: Polymères adsorbés sur une membrane lipidique, extrait de [Brooks et al., 1991a]
2.3.2 Polymères adsorbés
Un polymère adsorbé sur une membrane modifie ses modules de courbure et de courbure
gaussienne kC et kG [Brooks et al., 1991a]. Nous allons donner ici un aperçu de la démarche
suivie dans cet article mais nous ne rentrerons pas dans le détail des calculs. Les auteurs se
limitent au cas d’un polymère qui s’adsorbe de façon homogène et réversible sur une bicouche
sans la pénétrer, comme indiqué sur la figure 2.17.
Tout d’abord on peut évaluer la densité d’énergie interfaciale F entre une solution de poly-
mère de concentration locale φ constituant un réservoir de molécules et un substrat sur lequel le
polymère peut s’adsorber avec une densité d’énergie d’adsorption γ [de Gennes, 1979] :
F = −γ
∫
φdS +
kBT
a3
∫
a3
24φ
(∇φ)2 + 1
2
ν(φ− φb)2dV (2.42)
où a est la taille d’un monomère, ν = 1 − 2χ où χ est le paramètre d’interaction de Flory
et φb est la concentration de la solution loin du substrat. En parallèle les auteurs calculent le
profil de concentration de la solution au voisinage du substrat pour des géomètries sphériques
et cylindriques. Ce profil est obtenu en résolvant l’équation :
a2
6
∇2Ψ− νΨ3 + νΨbΨ = 0 avec
[
1
Ψ
∂Ψ
∂n
]
= − 1
2D
(2.43)
Avec Ψ = φ2 et n est la normale à la surface. Ceci permet d’introduire une longueur carac-
téristique D = a/12γ qui donne une mesure de l’intensité de l’interaction polymère/substrat.
Donc si D > ζb = a(3νφb)1/2 qui est la longueur de corrélation de la solution, alors l’interaction
monomère-monomère domine l’attraction par le substrat, et donc on est dans un régime d’ad-
sorbtion faible, en revanche dans le cas D > ζb on a une adsorbtion forte.
A partir du profil de concentration φ, les auteurs calculent l’énergie interfaciale F dans les géo-
métries sphériques et cylindriques et en utilisant l’équation d’Helfrich 2.4, ils peuvent exprimer
les variations des modules de courbure et de courbure gaussienne de la surface dues au poly-
mères :
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∆kC = − 3
64
kBT
6a
φbζb(
ζb
D
)2 (2.44)
∆kG =
1
32
kBT
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φbζb(
ζb
D
)2 (2.45)
On remarquera qu’à l’inverse du cas des polymères greffés, le module de courbure kC est
abaissé à cause de l’interaction avec le polymère. Rappellons que dans cet article les auteurs
ne traitent analytiquement que le cas de l’adsorbtion faible. Le cas de l’adsorbtion forte est
traité numériquement dans la suite de l’article [Brooks et al., 1991a] et dans un article proche
[Brooks et al., 1991b], ces simulations donnent :
∆kC = −O, 43αkBT
√
α
6β
ln
(
0.86ζb
D
)
(2.46)
∆kG = −1, 41αkBT
√
α
6β
ln
(
0.20ζb
D
)
(2.47)
La dépendance en ζb change, mais le signe des contributions ∆kC et ∆kG est conservé. Le
calcul analytique correspondant au cas de l’adsorbtion forte est présenté dans [Clément and Joanny, 1997],
qui donne pour les modifications des modules :
∆kC = −8
9
kBT
a2
φbζ
2
b (2.48)
∆kG =
4
3
kBT
a2
φbζ
2
b (2.49)
Donc, que l’adsorption soit faible ou forte, on a une décroissance du module de courbure et
une augmentation du module de courbure gaussienne.
Nous nous arrêtons ici pour cet aperçu de la littérature sur les interactions polymère-membrane
et nous abordons maintenant les bases de l’aspiration par micropipettes.
2.4 Aspiration par micropipettes
La technique d’aspiration dans une micropipette a été inventée en 1964 par Rand et Bur-
ton puis améliorée par Evans en 1977, qui a depuis lors utilisé cette technique sur différents
objets : vésicules, globules rouges et globules blancs ainsi que divers types de cellules (figure
2.23). Une revue des travaux d’aspiration par micropipettes de cellules vivantes est présentée
dans l’article [Hochmuth, 2000], nous exposerons dans la section suivante quelques-uns des
principaux résultats d’expériences de micropipettes sur différents types d’objets, afin de mettre
en évidence les quantités physiques que cette technique permet de mesurer. Nous présenterons
ici comment calculer le module de courbure kc et le module de compressibilité K. Nous nous
intéressons également à la détermination du module d’Young d’un objet élastique homogène.
Nous ne parlerons pas ici des mesures de perméabilité de membrane [Olbrich et al., 2000].
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FIG. 2.18: Schéma d’une GUV unilamellaire partiellement aspirée dans une micropipette avec les
différents paramètres mesurés lors des expérences, extrait de [Fa, 2003]
2.4.1 Mesure de modules de courbure
La mesure du module de courbure repose sur l’expérience suivante : une vésicule unilamel-
laire dont le diamètre est de l’ordre de 50 µm est aspirée dans un capillaire de verre de diamètre
10 µm ; on suit la partie de la vésicule aspirée dans le capillaire en fonction de la pression
d’aspiration. Tout d’abord nous présentons sur la figure 2.18 les différentes quantités qui sont
mesurées lors de l’expérience. Tous les calculs sont faits à partir de r, R, L et Pe − Pi. Nous
nous baserons sur l’analyse développée par E. Evans ([Kwok and Evans, 1981] par exemple)
dont une synthèse est présentée dans la thèse [Fa, 2003].
L’analyse des données que nous allons présenter est basée sur quelques hypothèses de dé-
part :
– La déformation de la vésicule se fait à volume constant : les variations de volume pour
des raisons osmotiques coûtent beaucoup plus d’énergie que les déformations de la mem-
brane.
– L’aire de la vésicule est constante également : la vésicule est isolée d’un éventuel réser-
voir de lipides.
– Il n’y a pas d’adhésion entre le verre de la pipette et la vésicule.
Tout d’abord on peut mesurer la tension de la membrane, car la loi de Laplace qui relie la
différence de pression de part et d’autre d’une interface et sa tension s’applique en tout point de
la vésicule aspirée dans la pipette. On peut donc l’appliquer à la portion de la vésicule dans la
pipette :
p− pi = 2σ
r
(2.50)
Ainsi qu’à la portion de vésicule à l’extérieur de la pipette :
p− pe = 2σ
R
(2.51)
Ce qu’on définit comme la pression d’aspiration ∆P est pe − pi et comme la tension est la
même en tout point de la vésicule, on a :
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σ =
∆P
2
r
1− r
R
(2.52)
Cette expression permet donc de calculer la tension de membrane à partir de la pression
d’aspiration et des paramètres géométriques mesurés sur les images.
Nous avons établi plus haut la relation d’Helfrich 2.10, qui relie la quantité d’aire stockée dans
les fluctuations de la membrane et sa tension par l’intermédiaire de son module de courbure.
Pour mesurer le module de courbure avec cette relation, il nous faudrait connaître l’aire exacte
de la membrane, ce qui nous est impossible. En effet pour déplier complètement les fluctuations
thermiques, il faut une énergie comparable aux énergies de déformations élastiques de la mem-
brane. Pour contourner cette difficulté, l’incrément de surface est exprimé par rapport à un état
de référence et kC peut être mesuré avec une bonne précision.
L’aire apparente d’une vésicule aspirée dans une micropipette (situation représentée sur la fi-
gure 2.18) est calculée en supposant une symétrie sphérique autour de l’axe de la pipette. L’aire
apparente Aa de la vésicule s’écrit comme la somme de l’aire de la partie à l’extérieur de la
pipette (une sphère de rayon R tronquée d’une calotte sphérique de rayon r) et de l’aire la partie
à l’intérieur de la pipette (un cylindre de rayon r et de longueur L et un hémisphère de rayon r),
soit :
Aa = 2piR2
[
1 +
(
1−
( r
R
)2)1/2]
+ 2pir (L− r) + 2pir2 (2.53)
ou :
Aa = 2piR2
[
1 +
(
1−
( r
R
)2)1/2]
+ 2pirL (2.54)
Lors des expériences, nous choisissons des vésicules dont le rayon est de l’ordre de 4r, donc
les termes du deuxième ordre en r/R dans l’expression précédente peuvent être négligés, et on
obtient :
Aa = 4piR2
[
1 + 2pirL− pir2] (2.55)
On définit alors l’incrément relatif de surface entre deux états d’aspiration donnésAa2 etA
a
1 :
α =
Aa2 − Aa1
Aa1
(2.56)
En multipliant au numérateur et au dénominateur par A/(Aa1A
a
2) on obtient :
α =
A
Aa1
− A
Aa2
A
Aa2
(2.57)
Ce qui permet, via la relation d’Helfrich 2.10, d’écrire :
α =
kBT
8pikc
lnσ2
σ1
1 + 8pikcln
σmax
σ2
(2.58)
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Cette relation peut être simplifiée car le dénominateur est très proche de 1. Si l’on définit un
état d’aspiration de référence dans lequel la longueur de la langue de vésicule aspirée est L0 la
plus petite possible, on obtient :
α =
Aa − AaL0
AaL0
=
kBT
8pikc
ln
σ
σL0
(2.59)
Il existe donc une relation linéaire entre lnσ et α qui permet d’accéder à kc dans le régime
de dépliement des fluctuations thermiques. Nous devons maintenant exprimer α en fonction des
paramètres géométriques auxquels l’expérimentateur a accès pendant une expérience d’aspira-
tion (R, RL0 , r, L et L0) :
α =
4pi
(
R2 −R2L0
)
+ 2pir (L− L0)
4piR2L0
=
(
R
RL0
)2
− 1 + 1
2
r
R2L0
∆L (2.60)
On peut aisément établir que :
(
R3 −R3L0
)
=
3
4
r2∆L (2.61)
Donc on peut écrire l’incrément d’aire (en ne conservant que les termes du premier ordre en
∆L) :
α =
1
2
r
R2L0
∆L
(
1− r
RL0
)
(2.62)
Evans rapporte un calcul légèrement différent, qui aboutit à écrire l’incrément d’aire comme :
α =
1
2
r
R2L0
∆L
(
1− r
R
)
(2.63)
En réalité les deux démarches sont équivalentes [Fa, 2003] car le rayon de la partie extérieure
de la vésicule varie très peu lors d’une expérience d’aspiration ; l’utilisation des deux formules
2.62 et 2.63 mène à des résultats identiques sur les mesures de kC .
La figure 2.19 extraite de [Rawicz et al., 2000] montre une mesure du module de courbure pour
des vésicules de SOPC et de dilinoleoyl-sn-phosphatidilcholine. On voit bien sur cette courbe
le régime correspondant au dépliement des fluctuations pour lequel lnσ est linéaire avec α.
2.4.2 Mesure de modules d’élasticité de membrane
A partir d’une expérience d’aspiration de vésicule, on peut également mesurer le module
d’élasticité de la membrane K que nous avons défini à la section 2.1.2. Quand la vésicule est
aspirée dans la micropipette, on observe sur la courbe 2.20 extraite de [Rawicz et al., 2000]
qu’après le régime de dépliement des fluctuations, on atteint un régime où σ est proportionnel
à α ce qui correspond bien à une déformation élastique de la membrane. En effet l’équation 2.3
de la section 2.1.2 est équivalente à écrire :
σ = σ0 +Kα (2.64)
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FIG. 2.19: lnσ en fonction de α correspondant à l’aspiration d’une vésicule de SOPC (C 18 :0/1) et
de dilinoleoyl-sn-phosphatidilcholine (diC 18 :3), extrait de [Rawicz et al., 2000]. On obtient pour
le (C 18 :0/1) kC = 0,90.10−19 J (22,5 kBT ) et pour le (diC 18 :3) kC = 0,56.10−19 J (14 kBT )
FIG. 2.20: σ en fonction de α correspondant à l’aspiration d’une vésicule de SOPC (C 18 :0/1) et de
dilinoleoyl-sn-phosphatidilcholine (diC 18 :3) correspondant aux mêmes expériences que la courbe
précédente, extrait de [Rawicz et al., 2000]. On obtient pour le (C 18 :0/1) K = 0,235 N/m et pour le
(diC 18 :3) K = 0,239 N/m
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FIG. 2.21: Aspiration d’un demi-plan élastique dans une micropipette, définition des quantités per-
tinentes pour le modèle de [Théret et al., 1988] notamment a,b et ∆p
Nous constatons donc qu’à partir d’une courbe comme celle présentée sur la figure 2.20, il
est possible de mesurer le module d’élasticité de la membrane. [Fournier et al., 2001] présente
une approche qui conduit à une description simultanée des régimes de dépliement des fluctua-
tions et d’extension élastique.
Après avoir présenté l’utilité de la technique d’aspiration dans une micropipette pour mesurer
les modules de courbure et d’élasticité d’une membrane, nous allons montrer qu’il est égale-
ment possible de mesurer le module d’Young d’un milieu élastique homogène grâce à cette
technique.
2.4.3 Mesure de module d’Young
Le modèle que nous présentons ici a été développé pour mesurer le module d’Young de
corps élastiques afin d’étudier l’influence d’un écoulement de cisaillement sur les propriétés mé-
caniques de cellules endothéliales [Théret et al., 1988]. C’est pourquoi les auteurs développent
un modèle traitant l’aspiration dans une micropipette d’un milieu élastique.
La figure 2.21 montre la position du problème. Un semi-plan infini de module d’Young
E est aspiré dans une micropipette orthogonale à son interface Π. La direction de la pipette
définit l’axe z tandis que a et b sont les diamètres respectivement interne et externe de la pipette.
La première étape est d’établir des conditions aux limites pour les grandeurs tensorielles de
contrainte s et de déplacement u. Les auteurs proposent deux modèles :
– "force model" : le champ de contraintes en z entre la paroi de la pipette et le milieu
élastique est constant, et il s’écrit facilement :
szz =
a2
b2 − a2∆p avec a ≤ r ≤ b (2.65)
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– "punch model" : on impose simplement que le déplacement en z est nul entre la pipette
et le demi-plan :
uz(r,0) = 0 avec a ≤ r ≤ b (2.66)
Ce modèle correspond mieux à la réalité physique du problème.
Le calcul du champ de déplacement, et particulièrement de −uz(0,0) qui correspond à la
longueur de la partie du milieu élastique aspirée dans la pipette, est basé sur les équations
constitutives :
divs = 0; e =
1
2
[
gradu+ graduaT
]
; divu = 0; s = −p+ 2Ge; (2.67)
où e est le tenseur des déplacements et p la contrainte moyenne. Le module élastique de ci-
saillement G est simplement E/3. Nous ne détaillons pas ici le calcul des différentes grandeurs.
Dans les deux cas, le calcul aboutit à la formule [Théret et al., 1988] :
L =
3a∆p
2piE
Φη (2.68)
Cette expression relie la longueur maximale de la partie du milieu élastique aspirée dans la
pipette L et la pression d’aspiration ∆p par l’intermédiaire du module élastique E et du rayon
interne a de la pipette. C’est donc la relation qui nous utiliserons en pratique lors des expériences
de micropipettes. Φη est une constante qui dépend toujours du rapport :
η =
b− a
a
(2.69)
que les auteurs nomment de façon parlante "wall parameter". La dépendance de Φη est
différente selon les conditions aux limites utilisées pour la calculer, la figure 2.22 montre la
variation de ce paramètre.
Les auteurs soulignent le fait que le choix des conditions aux limites dans leur cas influence
les mesures de modules élastiques. Ceci est très compréhensible dans la mesure où leurs ex-
périences correspondent à des cas où η est de l’ordre de 0.5, on voit bien sur la figure 2.22
que dans ce cas les valeurs de Φ sont très différentes selon le modèle utilisé. Nous pouvons
constater sur la figure que les valeurs de Φ convergent vers 2.2 pour les petites valeurs de η,
nous verrons que c’est notre cas dans la section dédiée aux expériences utilisant ce modèle, par
conséquent nous n’irons pas plus loin dans la discussion sur la valeur deΦ dans nos expériences.
En guise de conclusion de cette section, nous présentons la figure 2.23 qui montre un aperçu
des expériences d’aspiration par micropipettes sur différents types d’objets. Nous n’avons pas
présenté ici l’abondante bibliographie sur l’aspiration des globules blancs et le traitement de
ces expériences avec des modèles viscoélastiques continus [Evans and Yeung, 1989], ni celle
concernant l’aspiration de globules rouges et de la mesure du module de cisaillement de leur
membrane rendue élastique par son interaction avec un cortex bidimensionnel de spectrine
[Evans, 1983].
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FIG. 2.22: Φ, "wall function" en fonction de η, "wall parameter", pour les deux types de conditions
aux limites ("force model" et "punch model"), extrait de [Théret et al., 1988]
FIG. 2.23: Pressions caractéristiques d’aspiration pour des expériences sur différents types d’objets
dont l’étude est rapportée dans [Kwok and Evans, 1981], [Evans and Yeung, 1989], [Evans, 1983],
[Jones et al., 1999]
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2.5 Extrusion hydrodynamique de nanotubes membranaires
sur des GUVs
L’étude de l’extrusion de tubes de membrane sur des GUVs permet de mesurer certains para-
mètres physiques des membranes par l’intermédiaire de modèles physiques pertinents [Rossier et al., 2003].
Nous présentons très brièvement dans cette section quelques éléments théoriques sur la physique
de l’extrusion hydrodynamique de tubes sur des GUVs [Borghi, 2006]. Le principe de la tech-
nique est d’entrainer la vésicule fixée ponctuellement (sur la pointe d’une aiguille traitée à la
polyLysine) dans un flux à la vitesse U (cf. sections 4.5 et 7.2).
L’extrusion d’un tube de membrane peut être vue comme une transition du premier ordre lors-
qu’une force seuil fc ponctuelle est appliquée sur une membrane, fc s’écrit :
fc = 2pi(2kcσ)
1
2 = 2pi
kc
r
(2.70)
avec r = (kc
σ
)
1
2 est le rayon du tube. Avec un flux de vitesse U, la force de Stokes sur une
vésicule de rayon R est fv = 6piηRU , η étant la viscosité du solvant. A l’équilibre fc = fv, on
peut donc écrire la vitesse seuil d’extrusion :
Uc =
(2kcσ)
1
2
3ηR
=
kc
3ηRr
(2.71)
La tension intiale σ0 de la vésicule n’est pas connue, mais σ0 fixe d’après 2.71 la vitesse
seuil d’extrusion UcO. Si U>UcO, un tube est extrudé à la vitesse L˙ = dL/dt qui est déterminée
par l’équilibre des forces qui s’exercent sur la vésicule :
U − L˙ = Uc (2.72)
A mesure que le tube croît, la tension de membrane σ augmente et donc, d’après la relation
d’Helfrich 2.10 l’excès d’aire de la membrane diminue. Pour un tube de longueur L et de rayon
r, l’aire du tube s’écrit∆A = 2piLr et l’aire la vésicule A = 4piR2. D’après 2.71, quand L croît
au cours de l’extrusion, σ augmente et donc Uc augmente jusqu’à atteindre Uc = U ce qui fixe
une tension de membrane σ∞. On peut donc écrire :
L∞ = τ0Uln
U
UcO
(2.73)
L
L∞
≈ 1− exp−t
τ
(2.74)
où le temps caratéristique τ0 = 3kBTR
3η
2pik2c
dépend fortement de R et de kc et τ ≈ τ0(1 +
ln(U/UcO)) dépend faiblement de U. Cette technique permet donc, entre autre, une mesure du
module de courbure.
Quand le flux est stoppé, l’équilibre des forces devient L. = −Uc, donc d’après 2.74 on a :
L ≈ τUexp−t
τ
− τUcO (2.75)
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Cette solution approchée décrit convenablement la dynamique de rétraction avec un temps
τret ≈ τ ln(U/UcO). Les expériences présentées dans [Borghi, 2006] ont confirmé la validité de
cette approche pour les dynamiques d’extrusion et de rétraction de vésicules de DOPC.
Dans le cas de cellules ou de vésicules composites, ce type d’approche permet d’obtenir des in-
formations sur les interactions entre milieu interne et membrane et éventuellement de remonter
à des informations structurales.
Nous nous arrêterons ici pour cette partie théorique et nous passons dans le chapitre suivant
à la présentation de la bibliographie concernant la préparation de vésicules composites.
Chapitre 3
Un état de l’art des vésicules composites
Nous présentons dans ce chapitre les travaux consistant à préparer des systèmes compo-
sites en couplant des vésicules lipidiques à d’autres constituants. Les vésicules composites sont
préparées dans trois but principaux :
– l’utilisation des GUVs comme microréacteurs
– l’obtention de vecteurs de substances dans le corps humain optimisés en terme de résis-
tance et de relarguage contrôlé.
– la fabrication de systèmes modèles minimalistes de cellules
C’est cette distinction que nous utiliserons pour classer les différents travaux que nous pré-
sentons. Cette classification pourrait d’ailleurs paraître très artificielle dans la mesure où certains
travaux peuvent facilement être classés dans plusieurs catégories, néanmoins il nous a semblé
nécessaire de fractionner la bibliographie en différentes parties pour faciliter la lecture de ce
chapitre.
3.1 Les vésicules microcompartiments de réaction
Une vésicule forme un réservoir fermé dont le volume est de l’ordre du pL et l’expérimen-
tateur peut encapsuler pratiquement tout type de solution dans une GUV (en choisissant bien
sûr la technique de formation la plus adaptée). Elle peuvent donc être utilisées comme micro-
réacteurs pour réaliser des réactions chimiques dans un environnement confiné ou dans le but de
constituer un système cellulaire minimal. Nous illustrerons ci-dessous ces types d’utilisations
par quelques exemples tirés de la littérature.
Le travail du groupe d’O. Orwar est un exemple d’utilisation du petit volume de liquide in-
terne d’une vésicule comme un réacteur pour réaliser des réactions chimiques en milieu confiné.
Précisons qu’à ces échelles micrométriques se produisent des phénomènes originaux dus aux
dimensions des réservoirs et à des rapports surface/volume très différents de ceux impliqués lors
de réactions chimiques réalisées dans des réservoirs macroscopiques. La production du groupe
de O. Orwar est abondante et comporte des études sur des sujets qui s’éloignent de ce qui nous
préoccupe, nous citerons donc à titre d’exemples quelques publications sélectionnées.
Un exemple caractéristique de l’utilisation des vésicules comme microcompartiments est
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FIG. 3.1: Réseaux de vésicules et nanotubes : (a) Image de fluorescence d’un réseau de vési-
cules multilamellaires connectées par des nanotubes, (b) réseau de 11 vésicules connnectées, les
nanotubes ont été dessinés pour faciliter l’observation (b) Image de fluorescence d’une jonction
en Y entre trois vésicules (d) Réseau de 3 vésicules différenciées de façon photochimique créé
par la division d’une vésicule mère remplie de deux fluorophores : Dil (1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3’-
tetramethylindocarbocyanine perchlorate) et de Fluorescéine, on "éteint" la fluorescence du Dil dans
la vésicule du bas avec un laser He-Ne (633 nm) et celle de la Fluorescéine dans celle du haut avec
un laser Ar+ (488 nm), celle du milieu est intacte ; extrait de [Karlsson et al., 2001]
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donné dans l’article [Karlsson et al., 2005] dans lequel les auteurs étudient une réaction enzy-
matique en milieu confiné. Cet article illustre aussi la finesse des techniques de micromani-
pulation mises en oeuvre dans ces études. Tout d’abord on part d’une vésicule lipidique, une
micropipette est approchée de cette vésicule et insérée dans sa membrane. Ensuite la pipette
est retirée de façon à former un tube de membrane d’environ 15 µm puis on injecte dans la
micropipette un composé A, ce qui fait naitre du filament lipidique une vésicule remplie de la
solution A. On fabrique une vésicule en la gonflant, ce qui rappelle les jouets d’enfants pour
fabriquer des bulles de savon, mais à l’échelle du micromètre ! L’opération est répétée avec une
seconde micropipette contenant un composé B, et on aboutit à un réseau constitué de la vési-
cule mère et des deux vésicules filles contenant les produits A et B toutes les deux reliées à la
vésicule mère par un nanotube lipidique. Comme les membranes et les nanotubes sont fluides,
on peut facilement faire coalescer les deux tubes de membrane pour obtenir une jonction en
Y [Cuvelier et al., 2005] puis relier les deux vésicules filles par un nanotube. Ensuite ces deux
vésicules sont rapprochées jusqu’à ce que le nanotube qui les relie soit trop court et que les vési-
cules fusionnent, occasionnant le mélange à un instant précis des composés A et B. La synthèse
du produit de cette réaction est ensuite suivie par fluorescence dans la vésicule formée.
Ceci est une très belle illustration de l’utilisation des vésicules et des nanotubes lipidiques
comme nanoréservoirs et nanocompartiments (figure 3.1) utilisés pour contrôler des réactions
chimiques à l’échelle microscopique.
Nous citerons également un autre article du même groupe qui illustre les propriétés de GUVs
dans lesquelles on micro-injecte une solution de chaînes de poly(NIPAM) et de Dextran (un po-
lysaccharide) fluorescent [Jesorka et al., 2005], article qui nous intéresse particulièrement et qui
a été publié après le début de ce travail. Tout d’abord les auteurs observent la transition de phase
des chaînes de poly(NIPAM) quand la température est élevée au dessus de la LCST, puis étu-
dient ce phénomène dans les GUVs remplies de poly(NIPAM) et de Dextran. Quand on chauffe
ces GUVs, le poly(NIPAM) forme des domaines hydrophobes de haute densité, ce qui résulte
en une séparation de zones hydrophobes correspondant aux chaînes de poly(NIPAM) démixées
et de zones hydrophiles dans lesquelles le Dextran se localise. L’utilisation de Dextran fluo-
rescent rend possible l’observation directe de cette séparation. Nous verrons au chapitre 6 que
nous avons mis en évidence des phénomènes de compartimentation similaires pour des GUVs
encapsulant seulement une solution de poly(NIPAM).
Il est également possible d’encapsuler dans une GUVs les composés nécessaires à la for-
mation d’un gel, ce qui nous intéresse particulièrement pour le présent travail. En particulier
[Kazakov et al., 2002] et [Kazakov et al., 2003] rapportent l’utilisation de liposomes comme ré-
acteurs pour fabriquer des nanogels de différents polymères (poly(acrylamide), poly(N-isopropylacrylamide),
et poly(N-isopropylacrylamideco-1-vinylimidazole). Après polymérisation, la membrane des li-
posomes peut être dissoute avec un détergent pour récupérer les gels. Par diffusion de lumière,
les auteurs mettent en évidence les distributions de tailles des liposomes contenant du gel et des
nanogels ainsi que leurs propriétés de stimulabilité (via la température pour le poly(Nipam) et
via la composition du solvant pour le poly(Aam)).
Nous mentionnerons aussi un article assez proche de [Karlsson et al., 2005] dans les techniques
mises en oeuvre, [Evans et al., 1996], dans lequel des réseaux nanotubes/GUVs sont créés et
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FIG. 3.2: Illustration d’une expérience de pensée : (a) auto-réplication de systèmes composés de
RNS-replicases et systèmes lipdiques capables de se diviser (b). En (a), deux types de RNAreplicases
avec un taux de reproduction élevé (rouges) et faible (noirs) montre comment les systèmes contenant
des réplicases a haut taux de réplication deviennent majoritaires, extraits de [Szostak et al., 2001]
remplis de solution d’acrylamide. Les auteurs modulent la taille des nanotubes en contrôlant la
tension de membrane de la GUV dont ils sont extraits (cf. section 2.5). Une photopolymérisa-
tion UV de l’ensemble permet la fabrication de nano-objets de gel d’acrylamide de géométries
variables.
Par ailleurs, la compartimentation est une caratéristique déterminante des systèmes vivants,
en effet une cellule possède une membrane plasmique qui définit un intérieur et un extérieur à
cette cellule. De plus les vésicules d’endo- et d’exocytose sont un moyen bien connu pour les
cellules de transporter du matériel. Les membranes de phospholipides étant un modèle simple
des membranes biologiques, les vésicules apparaissent dès lors comme un outil privilégié pour
l’étude de la microcompartimentation et la formation d’une cellule minimale par une approche
de complexité croissante.
En effet [Szostak et al., 2001] proposent une stratégie pour former des systèmes "vivants" à par-
tir de membranes lipidiques qui encaspulent des RNS-replicases. Les auteurs prennent comme
définition d’un système vivant sa capacité à se diviser et à subir une évolution darwinienne et
montrent que ces deux aspects pourraient être reproduits par des systèmes lipidiques capables
de se reproduire contenant des RNS-replicases (protéines capables de s’auto-reproduire) comme
le montre la figure 3.2 (a). Le mécanisme de reproduction des systèmes lipidiques est illustré
sur la figure 3.2 (b). En dépit du caractère très prospectif et des énormes difficultés inhérentes
à la réalisation concrète de cette expérience, cet article met en avant l’importance de la com-
partimentation dans l’émergence de structures vivantes. Il existe néanmoins des travaux expéri-
mentaux allant dans le sens de cette stratégie [Walde et al., 1994]. Nous évoquerons également
la possibilité d’encapsulation dans une GUV d’extraits cellulaires qui induisent la synthèse de
protéines, notamment celle de pores membranaires qui permettent de réaliser des échanges avec
le milieu extérieur au système [Noireaux and Libchaber, 2004].
La membrane d’une vésicule est un modèle de la membrane plasmique qui délimite l’in-
térieur et l’extérieur d’une cellule, mais la compartimentation existe également à l’intérieur
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FIG. 3.3: Vésicules encapsulant un milieu aqueux biphasique : (A) de gauche à droite : observation
de l’objet en microscopie DIC, observation en fluorescence de la membrane et observation en fluo-
rescence de la phase Dextran (B) de gauche à droite : observation de l’objet en microscopie DIC,
observation en fluorescence de la membrane et observation en fluorescence de la phase PEG, extrait
de [Helfrich et al., 2002]
d’une cellule. En effet, les organelles cellulaires constituent des compartiments délimités par
des membranes lipidiques, et le cytoplasme, milieu encombré de macromolécules diverses, peut
aussi présenter des phases séparées. Dès lors il peut être utile dans une approche biomimétique
de fabriquer des vésicules dont l’intérieur comporte des compartiments bien définis.
Nous citerons ici la préparation de vésicules dont le milieu interne comporte deux phases
[Helfrich et al., 2002] : les vésicules croissent dans un solution de PEG (PolyEthylène Gly-
col) et de Dextran à une température élevée, à laquelle les deux polymères sont miscibles. Une
fois que les vésicules sont formées, la température est abaissée pour obtenir une séparation des
deux polyméres à l’intérieur des vésicules (figure 3.3).
Ce même groupe utilise ces propriétés de compartimentation pour obtenir des vésicules encap-
sulant des protéines en concentrations localement variables [Scott-Long et al., 2005] : avec une
vésicule à deux phases PEG biotinylé et Dextran, les auteurs peuvent concentrer de la strepta-
vidine dans la phase PEG. De plus cette partition de l’intérieur de la vésicule est réversible et
modulable, donc on peut contrôler la séparation ou non des phases et notamment déclencher
leur mélange.
3.2 Les vésicules vecteurs de substances
Les petites vésicules lipidiques (environ 100 nm) sont utilisées comme vecteurs de médica-
ments car elles peuvent transporter des substances dans la circulation sanguine. Il existe deux
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FIG. 3.4: Pourcentage de libération de calcéine en fonction du temps pour des liposomes dont la
membrane est décorée de copolymères de Nipam/Acrylamide/N,N’-Didodécylacrylamide à T=20,
30, 35, 40, 45 et 50°C (de bas en haut) extrait de [Hayashi et al., 1999]
stratégies pour améliorer leurs propriétés en tant que transporteurs de médicaments : d’une part
limiter leur destruction par le système immunitaire, d’autre part leur donner des propriétés de
stimulabilité afin de déclencher la libération des substances qu’elles contiennent.
Le système immunitaire humain élimine les liposomes "classiques" (dont la membrane est
composée de phospholipides et de cholestérol typiquement) dans la circulation sanguine en
quelques minutes, néanmoins il est possible d’augmenter leur temps de transit en utilisant des
membranes décorées. Ces liposomes "furtifs", dont la membrane est protégée stériquement par
une chevelure de chaînes de polymères, résistent beaucoup mieux au système immunitaire que
les liposomes simples. On peut mesurer que leur temps de transit dans la circulation est très
important [Papahadjopoulos et al., 1991], ce qui leur permet de se concentrer dans les zones à
traiter.
La seconde stratégie pour améliorer les propriétés de transport de substances par les li-
posomes est de leur conférer des propriétés de stimulabilité afin de pouvoir libérer de façon
contrôlée les sustances qu’ils contiennent. Pour ce faire on peut coupler des polymères ther-
mosensibles à la membrane des liposomes : par exemple préparer des liposomes couplés à des
copolymères de Nipam/Acrylamide/N,N’-Didodécylacrylamide [Hayashi et al., 1999]. En mo-
difiant le rapport des quantités de Nipam et d’Acrylamide dans les chaînes, on peut ajuster leur
température de transition et la présence des chaînes alkylées de N,N’-Didodécylacrylamide per-
met un ancrage de la chaîne à la membrane. La figure 3.4 montre le taux de libération de calcéine
encapsulée à l’intérieur de ces liposomes à differentes températures : on constate bien que ce
taux augmente très nettement au dessus de 35°C. Les liposomes libèrent donc de façon contrô-
lée leur contenu quand leur température est élevée au dessus de la température de transition des
chaînes qui recouvrent leur membrane.
On peut également préparer des liposomes à la fois thermosensibles et furtifs avec des li-
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posomes dont la membrane est décorée de copolymères poly(Nipam)/poly(Acrylamide) et de
PEG [Han et al., 2006]. La libération de Doxorubicine par ces liposomes est contrôlée par la
température et leur temps de transit est augmenté par la présence du PEG. Ces travail est une
synthèse des travaux que nous avons cités précédemment.
Ici nous insistons sur la libération de substances par les liposomes mais pas sur les modifications
des propriétés mécaniques de leurs membranes induites par le couplage avec des polymères.
3.3 Les vésicules modèles de cellule amélioré
Comme nous l’avons déja précisé dans l’introduction de ce travail, les cellules sont des
systèmes très complexes combinant activité biologique et propriétés mécaniques. Cependant
les premières étapes de la plupart des processus biologiques sont gouvernées par les propriétés
mécaniques des cellules, c’est pour cette raison qu’il apparait intéressant de développer des
modèles mécaniques de cellules permettant d’isoler un à un les paramètres pertinents.
3.3.1 Modification du milieu interne
Le cytosquelette des cellules est une structure hautement active dont le rôle est central dans
de nombreux processus cellulaires comme la locomotion, la phagocytose, le transport intracel-
lulaire ou l’adhésion. De nombreux groupes s’intéressent à l’étude de la mécanique cellulaire,
mais le sujet comporte des difficultés liées à la complexité des objets étudiés. Même si cer-
tains travaux présentent des résultats sur une modélisation simple (à peu de paramètres) de
certains comportements cellulaires ([Fabry et al., 2001], [Trepat et al., 2007]), il reste difficile
de trouver des cadres explicatifs abordables. Par conséquent, dans une approche biomimétique,
certains travaux ont été réalisés afin de fabriquer des systèmes modèles des cellules sur le plan
mécanique. Ces objets présentent des propriétés visco-élastiques descriptibles avec peu de pa-
ramètres, et le présent travail s’inscrit dans cette démarche.
Le cytosquelette est composé de trois types de structures : les filaments d’actine, les micro-
tubules et les filaments intermédiaires. Le rôle dans les processus cellulaires actifs de la polymé-
risation/dépolymérisation des filaments d’actine a été mis en évidence à de nombreuses reprises.
Dès lors il parait pertinent d’encapsuler des filaments d’actine dans des GUVs dans l’optique de
fabriquer des objets biomimétiques ([Limozin and Sackmann, 2002] et [Limozin et al., 2005]).
Tout d’abord, dans [Limozin and Sackmann, 2002] les auteurs observent l’effet du confine-
ment sur la structure de réseaux d’actine formés dans des GUVs, car la taille caractéristique
d’une GUV est de l’ordre de la longueur de persistance d’un filament d’actine. Les auteurs
utilisent deux réticulants différents de l’actine : l’α-actinine et la filamine dont les structures
sont très différentes. Les réseaux réticulés avec l’α-actinine sont sensibles à la température (ré-
seaux homogènes à 25°C et formation d’agrégats à 4°C). De plus il existe une taille seuil des
vésicules : en dessous de 12 µm on observe la formation d’anneaux, au dessus les réseaux res-
semblent à des toiles d’araignée. Dans le cas de la formation d’anneaux par des réseaux réticulés
avec de la filamine (obtenus dans des conditions particulières), les auteurs mettent en évidence
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FIG. 3.5: (a) représentation d’une GUV comportant un cortex d’actine à laquelle est attachée une
bille magnétique. La force exercée sur la bille est décomposée en deux composantes normale et
tangentielle ; (b) et (c) observations en fluorescence d’une vésicule composite repectivement sur la
zone d’adhésion et à l’équateur, mettant en évidence le réseau d’actine et la bille magnétique, extrait
de [Limozin et al., 2005]
l’enroulement des réseaux en structures hélicoïdales.
Un cortex d’actine bidimensionnel peut également être formé à l’intérieur de GUVs et cou-
plé à leur membrane par une interaction électrostatique entre les phospholipides et les filaments
d’actine [Limozin et al., 2005]. Comme le montre la figure 3.5, une bille magnétique fixée sur
la vésicule est déplacée grâce à un champ magnétique dans un dispositif de pinces magnétiques.
Les déformations dans le plan de la membrane (cisaillement) et normales à la membrane (cour-
bure) sont mesurées à partir des mouvements de la bille et reliées à la force appliquée pour
mesurer les caractéristiques mécaniques de la membrane composite. Les auteurs obtiennent un
module de courbure kC ≈ 1000kBT et un module de cisaillement de surface de 4.10−7Pa.m
(ce qui équivaut, avec l’approximation que le cortex d’actine est une monocouche, à un module
d’Young de 50 Pa).
L’utilisation d’actine est très pertinente d’un point de vue du biomimétisme, mais comme
nous l’avons montré, elle peut donner lieu à des structures non-homogènes, et la préparation des
systèmes composites est complexe. Une approche encore plus simple est d’utiliser des gels de
polymère pour mimer un cytosquelette à l’intérieur de GUVs.
Nous citerons l’approche rapportée dans [Jin et al., 1996] et [Ng et al., 2004] qui est de fabri-
quer des objets composites appellés "lipobeads" à base de billes de gel couplées à une mono-
couche de lipides. Des billes de gel de PVA (poly(Vynil-Alcool)) sont traitées afin de greffer à
la surface du gel des chaînes palmitoyl par une réaction d’estérification, ce qui permet d’obtenir
des gels dont la surface est couverte de chaînes lipidiques. L’incubation de ces gels dans une
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FIG. 3.6: Stratégie de formation des "lipobeads" : des chaînes grasses sont greffées à la surface
d’un hydrogel de PVA puis les gels sont incubées avec une solution de liposomes, ce qui aboutità la
formation d’une bicouche hybride chaînes lipidiques/phospholipides, extrait de [Ng et al., 2004]
solution de liposomes de phosphatidylcholine résulte en un couplage spontané de lipides avec
les chaînes à la surface des gels et donc à la formation d’une bicouche hybride chaînes lipi-
diques/phospholipides (figure 3.6). Les propriétés de diffusion de cette bicouche sont étudiées
spécifiquement par FRAP [Ng et al., 2004] : les auteurs montrent que la mobilité des lipides est
contrôlée par le nombre de chaînes greffées et par le taux de réticulation du gel. Ils soulignent
également l’importance d’étudier une membrane couplée à un gel élastique comme modèle de
l’interaction cytosquelette-membrane. Ces objets ont une taille contrôlée, une grande stabilité
mécanique et présentent la possibilité d’encapsuler des substances dans le gel, ils paraissent
donc de bons systèmes pour le transport de susbstances. Nous mentionnons ces travaux ici car
ils constituent une stratégie intéressante pour préparer des vésicules à milieu interne élastique.
Dans [Stauch et al., 2002b] les auteurs présentent un protocole de fabrication de liposomes
d’EPC (Egg PhosphatidilCholine)(100 - 1500 nm) contenant un réseau réticulé de copolymères
de Nipam et de TEGDM (tetraéthylène glycol diméthacrylate) attaché au feuillet interne de la
membrane par une ancre hydrophobe DOGM (1,2-distéaryl-3-octaéthylène glycol éther métha-
crylate) incluse dans les chaînes de copolymère. Le DOGM est une molécule qui possède à la
fois deux queues hydrophobes qui peuvent s’inclure dans la bicouche lipidique, une chaîne hy-
drophile qui constitue un espaceur (qui permet d’éviter un contact permanent entre les chaînes
de copolymère et la membrane) et une partie qui s’insère dans la chaîne. La polymérisation du
gel est initiée par UV en présence de DEAP (cf. section 4.1.2) qui est soit présent dans la vési-
cule avant polymérisation, soit pénètre à l’intérieur par perméation à travers la membrane, ce qui
aboutit à la formation soit de gels qui occupent tout l’intérieur de la vésicule, soit d’un cortex
de gel bidimensionnel au voisinage de la membrane. La structure des gels formés est observée
par microscopie électronique à transmission et microscopie à force atomique puis étudiée en
détail par diffusion de lumière dans [Stauch et al., 2002a]. Nous nous inspirerons fortement de
cet article pour notre protocole de fabrication.
Nous citerons également [Gutmayer et al., 2006] dans lequel le même groupe décrit la poly-
mérisation au voisinage de la membrane de liposomes d’EPC d’un copolymère de (N-(3-N,N’-
diméthylaminopropyl) méthacrylamide) (DMAPMA) et de TEGDM.
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Un autre protocole de fabrication de vésicules contenant un gel est de préparer des vésicules
de DOPC encapsulant un gel d’agarose, qui est un gel physique thermoréversible [Viallat et al., 2004].
Les vésicules sont formées à 50°C, température à laquelle une solution d’agarose (au dessus
d’une concentration critique de 0.05% en masse) gélifie en 30 min, par conséquent les vésicules
sont électroformées pendant ce laps de temps. L’observation des vésicules emplies d’agarose
soumis à des chocs osmotiques permet l’observation de formes caractéristiques rappellant celles
de globules rouges dégonflés. De plus on voit dans ce cas que la membrane lipidique n’est pas
en interaction forte avec le gel interne.
3.3.2 Modification de la membrane
Les membranes cellulaires sont recouvertes d’une zone riche en polysaccharides hydro-
philes appelée glycocalix. Elle assure des fonctions de reconnaissance entre les cellules et joue
un rôle important sur leurs propriétés d’adhésion [Sabri et al., 2000]. De plus le cytosquelette
interne est ancré dans la membrane.
Nous avons décrit dans la section 2.3 les travaux théoriques traitant de l’interaction d’un po-
lymère avec une membrane et dans la section 2.1.3 ceux traitant la prédiction des formes des
vésicules décorées, ici nous allons présenter certaines observations expérimentales des effets du
greffage de macromolécules sur les membranes. Une partie de ces travaux a été présentée dans
la section 3.2 dans laquelle nous avons montré l’intérêt d’utiliser des membranes stabilisées
stériquement par des macromolécules (éventuellement de polymères thermostimulables) pour
le transport de substances dans le corps humain.
[Ringsdorf et al., 1993] rapportent la préparation de SUVs de DMPC, DSPC et Egg-PA
(Phosphatidic Acid, chargé négativement) en interaction avec des chaînes de poly(Nipam-Na-
Py) ou HM-PNIPAM (Hydrophobically-Modified Poly(Nipam) : un copolymère de Nipam, de
N-[2-(1-naphthyl)ethyl]-N-noctadecylacrylamide et de N-[4-(1-pyrenyl)butyl]-N-noctadecylacrylamide.
Le poly(Nipam-Na-Py) est un copolymère présentant un caractère thermostimulable dû aux
groupes Nipam, fluorescent grâce aux groupes Pyrène et comportant des ancres hydrophobes
grâce aux chaînes octadecyl. L’interaction des chaînes avec les membranes des vésicules est
mise en évidence par spectroscopie de fluorescence NRET (Non-Radiative Energy Transfer),
calorimétrie différentielle et diffusion de lumière.
L’étude de l’effet de la thermostimulabilité des chaînes de HM-PNIPAM (légèrement diffé-
rentes de celles de [Ringsdorf et al., 1993]) est présentée dans [Simon et al., 1995]. Les chaînes
incluses dans la membrane présentent un mécanisme d’effondrement comme représenté sur la
figure 3.7. Une mesure par FRAP du coefficient de diffusion des chaînes incluses dans une bi-
couche supportée en fonction de la température montre clairement l’effet de réduction du rayon
caractéristique de la chaîne à la transition (figures 3.7 (a) et (b)). Dans le cas des vésicules, le
phénomène d’effondrement entraîne des modifications de la forme des objets. En effet le po-
lymère modifie la courbure spontanée de la membrane à cause des inclusions hydrophobes. Or
ce genre d’inclusion a tendance à se concentrer dans les zones de fortes courbures, ce qui est
facilité à T > TC par la réduction du coefficient de diffusion des chaînes. Les figures 3.7 (c) et
(d) montrent ce schéma de couplage entre modification de la courbure locale et séparation de
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FIG. 3.7: Schéma du mécanise d’effondrement de chaînes de HM-PNIPAM incluses dans une bi-
couche supportée de DMPC ((a) à T < TC (b) à T > TC) et dans une vésicule de DMPC ((c) à T <
TC (d) à T > TC), extrait de [Simon et al., 1995].
phases riches en polymère.
Un effet similaire est rapporté dans [Tsafrir et al., 2003], dans ce cas c’est une vésicule de
SOPC en interaction avec du Dextran hydrophobe dont la forme est altérée par l’interaction avec
le polymère. On peut voir sur la figure 3.8 l’effet du polymère sur la membrane et la concen-
tration de celui-ci dans les zones de forte courbure. Nous citerons enfin l’effet spectaculaire
observé pour des tubes de membranes avec le même système présenté sur la figure 3.9.
Il est également possible de décorer les GUVs avec un poly-électrolyte en utilisant son
interaction électrostatique avec la membrane lipidique. L’interaction de Chitosan, un poly-
mère pseudo-naturel dérivé de la Chitine (composant majeur de la carapace des crustacés et
des insectes) avec des LUVs de DOPC a été montrée par des mesures de potentiel-ζ dans
[Quemeneur et al., 2007]. Cette décoration sur des GUVs les stabilise fortement vis-à-vis des
concentrations externes en NaCl et du pH qui aboutiraient à une destruction de simples vési-
cules de DOPC.
Enfin nous citerons une étude de la décoration de vésicules de DOPC avec des brins d’ADN
[Nikolov et al., 2007]. L’utilisation d’ADN pour cette étude est particulièrement pertinente car
les brins d’ADN sont monodisperses, ce qui est utile pour pouvoir confronter les résultats aux
théories sur les polymères greffés (cf. section 2.3). De plus les chaînes peuvent être marquées
en fluorescence, attachées seulement par une extrémité à la membrane et leur charge effective
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FIG. 3.8: Effet de l’injection d’un polymère fonctionnalisé (Dextran 162000 fonctionnalisé avec des
chaînes alkylées Palmitoyl comme ancres hydrophobes) et du NBD (NitroBenzoxaDiazole) fluores-
cent au voisinage d’une vésicule de SOPC (a,b,c) augmentation des fluctuations jusqu’à la crois-
sance d’un tube ;(d,e) observation en contraste de phase et en fluorescence (mise en évidence de la
concentration locale en polymère adsorbé), barre d’échelle 10 µm, extrait de [Tsafrir et al., 2003].
FIG. 3.9: Enroulement d’un tube de membrane de SOPC sur lui-même en présence de Dextran
fonctionnalisé (a) 0, (b) 20, (c) 30 et (d) 40 min, barre d’échelle 20 µm, extrait de [Frette et al., 1999]
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est modulable. L’attachement des brins d’ADN se fait par une interaction entre une fraction des
lipides dont la tête est biotinylée et l’extrémité des brins d’ADN à laquelle est greffée une molé-
cule d’avidine. Le densité surfacique Γ de molécules d’ADN peut donc être contrôlée en jouant
sur la fraction de lipides biotinylés au moment de la préparation des GUVs. Pour 0 < Γ < 0,12
Γov (où Γov ("overlap") est la concentration surfacique à laquelle les chaînes se recouvrent), les
auteurs mesurent, à partir de l’analyse des fluctuations des vésicules, une évolution linéaire de la
courbure spontanée c0 de la membrane comme prévu par [Hiergeist and Lipowsky, 1996]. Pour
Γ > 0,12 Γov, on observe un bourgeonnement des vésicules et une analyse de ce phénomène
aboutit à une mesure de c0 qui est constante pour 0,12 Γov < Γ < 0,6 Γov, ce que les auteurs
attribuent à une distribution non-homogène des chaînes.
En conclusion de ce chapitre, nous voudrions insister sur les spécificités de notre travail : à la
lumière de cette étude bibliographique, les systèmes composites à base de GUVs stimulables ont
été peu étudiés. Il paraît pertinent de conférer de la stimulabilité à des GUVs, ce qui permettra
sur un échantillon fixé de faire varier un paramètre pertinent via une sollicitation externe et de
l’observer, nous rapporterons ces observations au chapitre 6. De plus nous étudierons de près
la membrane de GUVs encapsulant du poly(Nipam) en solution ou réticulé. Par ailleurs si les
auteurs des différents articles que nous avons repertoriés se sont attachés à modifier le milieu
interne des vésicules, peu de travaux rapportent l’étude associée des propriétés mécaniques de
ces objets, ce que nous ferons au chapitre 8.
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Chapitre 4
Méthodes expérimentales générales
4.1 Protocole de fabrication des vésicules composites
4.1.1 Problèmes liés à la préparation des vésicules de milieu interne mo-
difié
Nous voulons préparer des vésicules de milieu interne modifié contenant soit des solutions
de polymère, soit des gels. Pour préparer les vésicules, nous avons choisi l’électroformation,
car cette technique est bien adaptée à la préparation de GUVs [Angelova and Dimitrov, 1986].
1 Pour obtenir le milieu interne désiré (solution de polymères de viscosité variable ou gel poly-
mère de taux de réticulation ajustable) nous avons dû résoudre différents problèmes.
S’agissant des vésicules contenant une solution de polymères (sol-GUVs), il est difficile d’élec-
troformer des vésicules dans une solution visqueuse contenant des macromolécules [Dominak and Keating, 2007].
Nous avons donc choisi de préparer les vésicules dans une solution contenant du monomère
(Nipam) et de l’initiateur de polymérisation (DEAP) (milieu "présol") et de procéder à une pho-
topolymérisation ultérieure du milieu interne ainsi encapsulé. Nous obtenons de cette façon des
vésicules contenant une solution de polymères suspendues dans une solution identique.
Concernant les vésicules encapsulant un gel covalent (gel-GUVs), la situation est plus délicate.
Il est bien sûr impossible de faire pousser des GUVs dans un milieu gélifié. Nous aurions pu
envisager d’encapsuler comme précédemment le monomère Nipam, le réticulant MBA et l’ini-
tiateur de photopolymérisation DEAP (milieu "prégel"), mais dans ce cas nous aurions obtenu
des vésicules prisonnières d’une gangue de gel après photo-polymérisation. Nous verrons en
détail au paragraphe 4.1.4 comment nous avons réussi à résoudre ce problème en diluant les
vésicules contenant le milieu prégel dans un milieu ne contenant pas de réticulant et en jouant
sur la différence entre les cinétiques de diffusion et de photopolymérisation.
1Nous avons choisi d’utiliser l’électroformation, mais il existe d’autres techniques pour fabriquer des vésicules,
citons la formation spontanée ou la méthode dite de la double émulsion. Néanmoins, pour les tailles de vésicules
qui nous intéressent et les produits que nous utilisons, l’électroformation est la technique la plus appropriée.
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4.1.2 Produits utilisés pour la préparation des vésicules composites
Lipides
La première étape de la préparation des vésicules composites est la formation des GUVs
encapsulant les produits nécessaires à la polymérisation de chaînes ou d’un gel de polyNipam.
Nous avons utilisé différents lipides pour fabriquer les GUVs :
– DOPC (1,2-dioléolyl-sn-glycéro-3-phosphocholine) (Sigma). Ce lipide constitue le com-
posant de base de quasiment tous les échantillons utilisés dans cette étude. Les chaînes
carbonées qui le composent comportent 18 atomes de carbone avec une insaturation au 9e
carbone (figure 4.1).
FIG. 4.1: Structure de la molécule de DOPC (1,2-dioléolyl-sn-glycéro-3-phosphocholine)
– DOGP-biotin (1,2-dioléoyl-sn-glycéro-3-phosphoéthanolamine-n-(biotinyl)) (Sigma). Une
molécule de biotine est greffée sur la tête de ce lipide (figure 4.2), nous verrons par la suite
que nous utilisons ces lipides pour obtenir des GUVs comportant une membrane biotiny-
lée. Ceci sera mis à profit pour coller à leur membrane des objets grâce à l’interaction
biotine-streptavidine. Afin d’obtenir des membranes biotinylées, les GUVs sont prépa-
rées avec un mélange de DOPC et de DOGP-Biotin à 1% en mol.
FIG. 4.2: Structure de la molécule de DOGP-Biotin (1,2-dioléoyl-sn-glycéro-3-
phosphoéthanolamine-n-(biotinyl))
– PC-NBD (1-Oléoyl-2-[12-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]dodécanoyl]-sn-Glycéro-
3-Phosphocholine) (Avanti Polar Lipids). Ce lipide est fluorescent (absorption à 460 nm
et émission à 534 nm), sa structure est représentée sur la figure 4.3. Un rapport [PC-
NBD]/[DOPC] de 1% permet un marquage fluorescent des membranes.
FIG. 4.3: Structure de la molécule de NBD-PC (1-Oléoyl-2-[12-[(7-nitro-2-1,3-
benzoxadiazol-4-yl)amino]dodécanoyl]-sn-Glycéro-3-Phosphocholine)
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Les lipides sont dissous dans une solution de chloroforme/méthanol 9/1, on conserve une
solution mère à 10 mg/mL que l’on diluera pour préparer les solutions à 2 mg/mL que nous
utilisons pour la préparation des vésicules. Toutes ces solutions sont conservées à - 20°C.
Constituants des milieux présol et prégel
Pour préparer une solution de polyNipam, il est nécessaire d’utiliser le monomère (Nipam)
qui va constituer les chaînes de polymère et un initiateur (DEAP) qui amorce la réaction de po-
lymérisation. Pour obtenir un gel de poly(Nipam) il est nécéssaire d’ajouter à ces deux consti-
tuants un réticulant (MBA).
Voici les produits que nous avons choisi d’utiliser :
– Le monomère : N-isopropyl-acrylamide (NIPAM) (Acros Organics) (figure 4.4). Nous
avons choisi ce monomère à cause de la transition thermique que présentent les chaînes
de polyNipam (cf. section 2.2.3).
FIG. 4.4: N-isopropyl-acrylamide (NIPAM)
– Le photo-initiateur : 2,2-diéthoxyacetophénone (DEAP) (Acros Organics) 4.5. Le DEAP
forme un radical lorsqu’il est éclairé par un rayonnement UV, c’est ce radical qui amorce
la réaction de polymérisation en attaquant la double liaison des monomères de Nipam. De
plus il faut préciser qu’il est soluble dans les membranes de lipides.
FIG. 4.5: 2,2-diéthoxyacetophénone (DEAP)
– Le réticulant : N,N’-méthylène-bis-acrylamide (MBA) (Sigma). On peut constater sur la
figure 4.6 que cette molécule ressemble à deux monomères de Nipam liés l’un à l’autre.
Pendant la réaction de polymérisation les molécules de MBA peuvent donc être incluses
dans deux chaînes à la fois, cette bifonctionnalité est à l’origine de la réticulation du gel.
Les produits commerciaux sont utilisés sans autre purification. Les concentrations des dif-
férents produits dans le milieu prégel ou présol utilisé lors de la formation des vésicules dé-
pendent de l’échantillon désiré. Le photoinitiateur est toujours utilisé à 1 µL/mL de solution et
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FIG. 4.6: N,N’-méthylène-bis-acrylamide (MBA)
Type d’objets [Nipam] mM ΦNipam [MBA] mM [MBA]/[Nipam] (%)
Gel-GUVs 300 3% 3 1
Gel-GUVs 300 3% 9 3
Gel-GUVs 300 3% 18 6
Gel-GUVs 300 3% 27 9
Sol-GUVs 100 1% 0 0
Sol-GUVs 300 3% 0 0
Sol-GUVs 400 4% 0 0
Sol-GUVs 450 4,5% 0 0
Sol-GUVs 500 5% 0 0
Sol-GUVs 600 6% 0 0
Sol-GUVs 700 7% 0 0
Sol-GUVs 900 9% 0 0
TAB. 4.1: Pour les différents échantillons de Gel- et Sol-GUVs utilisés dans cette étude, concentra-
tion et fraction volumique du Nipam, concentration du MBA et rapport [MBA]/[Nipam].
les concentrations (et fraction volumiques) des autres composés utilisées dans cette étude sont
répertoriées dans le tableau 4.1.
La réaction de polymérisation radicalaire que nous utilisons est inhibée par la présence
d’oxygène, c’est pourquoi toutes les solutions utilisées doivent préalablement être désoxygé-
nées. Pour cela on fait passer un flux d’argon (bullage) dans la solution protégée de la lumière
pendant 30 min afin de la saturer en argon.
4.1.3 Electroformation de GUVs contenant un milieu prégel ou présol
Comme nous l’avons précisé, les vésicules unilamellaires géantes contenant le milieu pré-
gel ou présol sont préparées par électroformation. Cette technique consiste à hydrater un film de
lipides sec sous un champ électrique alternatif [Angelova and Menger, 1998]. Elle permet d’ob-
tenir un grand nombre de vésicules dont la majorité sont unilamellaires, avec une distribution
de tailles comprise entre 10 et 100 µm.
La première étape de cette technique est de réaliser un dépôt de lipides en solution sur deux
plaques de verre recouvertes d’ITO (environ 10 µL d’une solution à 2 mg/mL pour une plaque
5x5 cm), comme le montre la figure 4.7. Le dépôt métallique d’ITO rend ces plaques de verre
conductrices, toutefois celles-ci sont transparentes à cause de la faible épaisseur de la couche
métallique (environ 200 nm). Les plaques sont préalablement lavées à l’eau savonneuse et à
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l’éthanol puis séchées à l’argon avant d’être utilisées pour le dépôt de lipides. Après le dépôt
de lipides, elles sont ensuite placées sous vide pendant trois heures afin d’évaporer le solvant et
d’obtenir un film de lipides sec couvrant le verre.
FIG. 4.7: Dépôt de lipides sur une plaque de verre couverte d’ITO, extrait de [Abkarian, 2002]
Ensuite on réalise une cellule d’électroformation en plaçant en regard les deux plaques de
verre séparées par un espaceur en Teflon, puis la cellule est hermétiquement colmatée avec une
pâte de scellement comme représenté sur la figure 4.8 Dans le cas de la pousse de vésicules
contenant un milieu prégel ou présol, cette étape est réalisée dans un sac à gants rempli d’argon
pour s’assurer que la croissance des vésicules se fait dans un milieu ne contenant pas d’oxygène
qui serait un obstacle à la photopolymérisation ultérieure du milieu interne.
FIG. 4.8: Schéma de la chambre d’électroformation : les deux plaques de verre recouvertes d’ITO
sur lesquelles ont été réalisés les dépots de lipides sont plaçées en regard, séparées par un espaceur
en Teflon, extrait de [Abkarian, 2002]
On remplit la cellule d’électroformation de la solution que l’on souhaite encapsuler dans les
vésicules (présol ou prégel) avec une seringue puis on établit un courant alternatif entre les deux
plaques dont les caractéristiques sont indiquées sur le tableau 4.2.
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Tension (V) Fréquence (Hz) Temps
0,2 10 30 min
0,4 10 1 h
0,6 10 4 h
0,6 4 1 h
TAB. 4.2: Tension, fréquence et temps pour chaque palier de champ électrique lors de l’électrofor-
mation.
La baisse de fréquence à la fin de la rampe de tension a pour effet de décoller les vésicules
des plaques de verre. On peut noter que lors du processus d’électroformation, il n’y a pas à
proprement parler de croissance des vésicules, ce sont en fait des fusions entre vésicules voisines
qui conduisent à l’obtention de vésicules de grandes tailles.
A la fin de ce processus, la chambre d’électroformation est doucement vidée avec une se-
ringue (aiguille de diamètre 1 mm pour ne pas trop cisailler les vésicules). Elles sont ensuite
stockées dans un Eppendorf rempli d’argon et protégées de la lumière avant l’étape de photo-
polymérisation de leur milieu interne.
4.1.4 Polymérisation du milieu interne
Nous utilisons une réaction de polymérisation radicalaire initiée par UV pour polymériser
le Nipam. Le photoinitiateur que nous utilisons forme un radical quand il est éclairé à l’UV.
Ce radical "attaque" la double liaison C=C du monomère de Nipam (cf. figure 4.4) qui à son
tour forme un radical. Celui réagit avec un autre monomère pour former un dimère radicalaire,
ce qui entraîne la propagation de la réaction et la formation de chaînes de polyNipam plus ou
moins longues. Le MBA joue le rôle de réticulant car il peut être inséré dans deux chaînes à la
fois, cette bifonctionnalité est à l’origine de la formation d’un gel réticulé tridimensionnel.
Polymérisation des GUVs encapsulant le milieu prégel
La mise au point du protocole pour l’obtention des vésicules contenant un milieu interne
gélifié n’a pas été aisée car une photopolymérisation directe de la solution de vésicules obtenue
après électroformation dans le milieu prégel mènerait à des vésicules prisonnières d’une gangue
de gel. Comme nous l’avons dit précédemment nous avons tenté de résoudre ce problème en
diluant les vésicules contenant le milieu prégel dans une solution externe ne contenant pas de
réticulant. La membrane étant perméable au réticulant, il était donc nécessaire de trouver un
moyen pour que la photopolymérisation agisse avant que ce dernier n’ait complètement diffusé
à l’extérieur des vésicules. La dilution et sa synchronisation avec la réction de photopolyméri-
sation sont donc deux paramètres importants.
Par ailleurs, la réaction de polymérisation est exothermique, il est donc nécessaire de s’assurer
que la température du milieu réactif n’entraîne pas la transition de phase du poly(Nipam).
Le troisième paramètre important est l’oxygène qui est un inhibiteur des réactions radicalaires.
Nous détaillons ci-après les études de l’influence de ces différents paramètres.
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Ces études s’appuient sur l’observation en parallèle de la polymérisation de témoins constitués
par des solutions prégel de référence.
Influence de la température
La transition de phase du poly(Nipam) se situe à 32°C et la réaction de polymérisation est
exothermique, il est donc facile de passer cette transition lors de la photopolymérisation. Effec-
tivement, une réaction conduite sans contrôle de température conduit dans le puits témoin à un
échantillon trouble, à cause des hétérogénéités dans le gel. De nombreuses expériences nous ont
permis de fixer le protocole suivant : les solutions que nous utilisons sont conservées à 4°C le
plus longtemps possible avant toute expérience et la chambre de polymérisation est plaçée sur
un bloc de glace.
Influence de l’oxygène
Il est bien connu que l’oxygène est un inhibiteur des réactions radicalaires, effectivement
nous avons constaté que sans une désoxygénation poussée des solutions et des récipients, il
était impossible d’obtenir des gels. C’est pour cette raison que toutes les étapes de la fabrication
des gel-GUVs sont faites dans un sac à gants et que la verrerie, les seringues et les cônes de
pipettes sont remplis d’argon avant d’être utilisés.
Synchronisation de la dilution et de la photopolymérisation
Nous rappellons que nous suspendons les vésicules dans une solution différente de leur
solution interne lors de leur polymérisation. Le réticulant (MBA) est présent à l’intérieur des
vésicules mais pas à l’extérieur. Or nous avons vérifié que cette molécule pouvait diffuser à
travers les membranes de vésicules donc notre dilution aboutit à une fuite du MBA à l’extérieur
des vésicules. Dès lors, nous sommes dans une situation hors équilibre où les cinétiques de la
réaction de gélification (qui fixe les molécules de réticulant dans le gel de façon covalente, in-
terdisant toute sortie) et de la diffusion du réticulant entrent en compétition. Nous n’avons pas
pu avoir l’estimation des cinétiques de ces deux phénomènes, ce qui nous a forcé à concentrer
de façon importante le réticulant dans les vésicules en supposant que la gélification se ferait suf-
fisamment rapidement pour obtenir un gel réticulé. C’est pour cette raison que nous n’attendons
pas d’avoir injecté les vésicules pour irradier les puits. Il est également important d’homogé-
néiser la solution dans le puits, sinon la solution de vésicules et la solution de dilution ne se
mélangent pas assez vite par rapport à la réaction de gélification, ce qui entraîne une gélification
locale autour des vésicules.
On peut également noter que lorsqu’on injecte les vésicules, qui sont suspendues dans leur so-
lution interne (prégel), on injecte dans le puits une quantité de solution qui contient de l’agent
réticulant. Avec la dilution que nous opérons (cf. section 4.1.4) et une solution de vésicules
à 3% de réticulant, la solution dans le puits est à 0.15% de réticulant. Cette concentration ne
devrait pas provoquer la formation d’un gel, mais en réalité dans la mesure où le réticulant est
dissout dans une solution de glucose, il est entraîné par elle au fond du puits en une "phase" plus
concentrée en réticulant, ce qui provoque souvent la formation de gel au fond des puits. Donc de
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fait il y a bien une certaine gélification à l’extérieur des vésicules mais celle ci n’empêche pas
de récupérer suffisamment de vésicules libres en solution pour travailler. Il faut néanmoins noter
que l’on récupère souvent en même temps que les vésicules des morceaux de gel non gênants.
Suite à ces trois études nous avons défini un protocole final que nous détaillons maintenant.
Protocole final
Nous préparons une solution identique à la solution prégel contenue dans les vésicules mais
qui ne contient pas de réticulant et dans laquelle le sucrose est remplacé par du glucose, nous
l’appellerons solution de dilution. La présence du glucose permet la sédimentation des vési-
cules, sa concentration est fixée pour assurer l’équilibre osmotique. Cette solution est bien sûr
désoxygénée par un bullage à l’argon (30 min) avant d’être utilisée.
La lampe UV que nous utilisons est une UV-B Mid-range 300 nm Sunlight-Erythemal (AH
68-1091 F6T5E, Harvard Apparatus), à laquelle nous avons fixé un filtre qui ne laisse passer
que la lumière UV (Thorlabs FGUV 360± 40 nm). Nous avons mesuré l’intensité de son éclai-
rement qui est de 19 µW/cm2 à la distance où sont les échantillons de la source lumineuse.
On remplit 3 puits (chambres de photopolymérisation : cylindres de verre coupés et collés sur
une lame de verre) de 1 mL de solution de dilution puis on allume la lampe UV et on injecte
ensuite dans chaque puits 50 µL de solution de vésicules. Les solutions de vésicules sont in-
troduites avec une pipette munie d’un cône coupé afin de minimiser le cisaillement qu’elles
subissent.
On remue légèrement pour homogénéiser le contenu des puits, puis on les ferme avec une plaque
de quartz et on les laisse sous UV pendant 5 min1. Pendant ces 5 minutes d’éclairement, le gel
se forme dans les vésicules simultanément à la diffusion à l’extérieur du réticulant.
La chambre est posée sur un pain réfrigérant (Medicool Coolpack MC-15). Toutes ces opé-
rations sont réalisées dans une atmosphère d’argon, dans des récipients remplis d’argon. Le
dispositif expérimental est présenté sur la figure 4.9.
A l’issue de la polymérisation, les puits sont vidés puis rinçés avec du glucose 100 mM, le
contenu des puits et les produits de rinçage sont conservés à 4°C. C’est dans cette solution que
se trouvent les gel-GUVs.
Nous insistons sur le fait qu’avec cette technique de préparation, le taux de réticulation du
gel contenu à l’intérieur des vésicules n’est pas connu et que par conséquent nous ne pouvons
prévoir son module d’Young qu’il sera nécessaire de mesurer in situ par des expériences de
micropipettes (cf chapitre 8).
Polymérisation des GUVs encapsulant le milieu présol
Dans ce cas, la solution de GUVs encapsulant le milieu présol directement issue de l’élec-
troformation est injectée dans un puits et polymérisée sous UV. Les précautions en terme de pré-
1Nous laissions l’éclairement pendant 2h au début de cette étude mais nous avons constaté que la réaction se
terminait beaucoup plus rapidement et donc nous avons réduit le temps d’éclairement. C’est intéressant car nous
soupçonnons qu’une exposition trop longue aux UV déstabilise certains composés
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FIG. 4.9: Schéma du dispositif de polymérisation des vésicules sol ou gel : la réaction est effectuée
dans un sac à gants rempli d’argon, on peut voir la lampe UV, les chambres de polymérisation
fermées par des lames de quartz posées sur un pain de glace, extrait de [Faivre, 2006]
sence d’oxygène et de température sont les mêmes que pour les gel-GUVs. Par contre, comme
nous l’avons dit en introduction de cette section, il n’est pas nécessaire d’opérer une dilution
de la solution de vésicules : en effet lors de la polymérisation, des chaînes de poly(Nipam) se
forment à l’intérieur et à l’extérieur des vésicules mais, dans le cas des sol-GUVs, on peut diluer
les vésicules dans un grand volume de glucose 100 mM après polymérisation, ce qui dilue les
chaînes de poly(Nipam) à l’extérieur.
Polymérisation de solutions et de gels de poly(Nipam) de référence
La préparation de solutions de poly(Nipam) ou d’échantillons de gels de poly(Nipam) se
fait de façon identique à celle utilisée pour les sol ou gel-GUVs. Une solution prégel ou présol
est bullée à l’argon pendant 30 min puis polymérisée dans des conditions identiques à celles
décrites précédemment (irradiation UV, atmosphère d’argon et contrôle de la température).
Nous avons présenté dans cette section la fabrication des vésicules composites à base de
poly(Nipam). Cette technique repose sur l’électroformation de vésicules encapsulant les compo-
sés nécessaires à la formation de chaînes ou de gel de poly(Nipam) puis la photopolymérisation
UV des vésicules. Dans le cas des sol-GUVs, celle-ci est faite directement après l’électrofor-
mation, dans le cas des gel-GUVs, une dilution est opérée après l’électroformation pour ne pas
fabriquer des vésicules prises dans une matrice de gel.
4.2 Traitements de surfaces : substrats et micropipettes
Nous verrons par la suite que nous avons besoin de contrôler l’adhésion des vésicules sur
les surfaces avec lesquelles elles sont en contact. Nous répertorions ici les différents traitements
de surfaces qui ont été utilisés dans cette étude.
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Traitement polyLysine
La polyLysine est un polymère chargé positivement, qui entraîne donc une interaction élec-
trostatique avec les membranes phospholipidiques qui sont de charge légèrement négative [Pincet et al., 1999].
On traite à la polyLysine des lamelles de microscope standard (épaisseur 0,17 µ m) de la façon
suivante :
– lavage eau millipore
– lavage eau millipore + savon
– lavage eau millipore
– lavage éthanol
– lavage eau millipore
– trempage dans une solution de polyLysine (dilution 1% en volume de la solution com-
merciale) pendant 1h
– séchage à l’argon
Les lames sont ensuite conservées à l’air.
Traitement Silanes aminés
Comme dans le cas de la polyLysine, les Silanes aminés sont chargés et permettent donc de
préparer des substrats chargés. On utilise des lamelles de microscope standard qui subissent les
nettoyages suivants :
– 30 mn sonication dans l’éthanol
– 30 mn sonication dans l’acétone
– 15 mn sonication dans l’eau millipore
– traitement piranha H2SO4 +H2O2 pendant 1h
– rinçage très abondant à l’eau millipore (5 L)
– rinçage eau ultrapure
– séchage des lames à l’argon
– 1h30 à 150°C
– trempage dans une solution de Silanes (2% en volume)
– rinçage éthanol
Les lames sont ensuite stockées dans l’eau.
Pour ce traitement on utilise deux types de Silanes : un Silane aminé (chargé) et un Silane
hydrophobe. En mélangeant les deux types de Silanes, nous pouvons faire varier le taux de
charge de la surface. Les proportions de Silanes aminés dans nos expériences ont varié de 1% à
100%.
Traitement Streptavidine
La streptavidine est une protéine présentant une affinité très importante avec la biotine,
ce traitement est donc à réaliser sur des lamelles de verre dans le but d’étudier l’adhésion de
vésicules à membrane biotinylées.
– silanisation des lames, cf. section précédente
– incubation dans une solution de Glutéraldéhyde pendant 30 min
– 3 rinçages au PBS (Phosphate Buffer Saline, Sigma)
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– incubation dans une solution de Streptavidine (Roche) à 0,25 mg/mL pendant 1h
– 3 rinçages au TBE (Tris-borate-EDTA, Sigma)
Les lames sont ensuite stockées dans le TBE avant utilisation.
Traitement SurfaSil
Ce traitement est réalisé sur des pipettes étirées préalablement (cf. section 4.4.1), afin d’évi-
ter l’adhésion entre les membranes de vésicules et les pipettes lors d’expériences d’aspiration
de vésicules. Chaque pipette subit :
– 3 rinçages à l’éthanol
– trempage dans une solution de SurfaSil/Acétone 1/9 pendant 10s
– 3 rinçages à l’acétone
– 3 rinçages au méthanol
– séchage (12h à l’air)
Pour traiter l’intérieur des pipettes il est nécessaire d’aspirer la solution utilisée pour le
rinçage ou le dépôt dans la pipette avec une seringue sur laquelle est montée la pipette. Les
rinçages à l’acétone sont importants pour éviter la formation d’agglomérats de SurfaSil dans la
pipette.
4.3 Techniques d’observation
Nous répertorions dans cette section les différentes techniques de microscopie optique utili-
sées dans cette étude.
4.3.1 Microscopie DIC (Differential Intensity Contrast)
L’oeil, comme les caméras, est sensible aux différences d’intensité de la lumière. De nom-
breux objets modifient son intensité et sont donc visibles, mais ce n’est pas le cas pour les
GUVs qui, comme beaucoup d’autres objets biologiques, ne modifient que sa phase. Il est donc
nécessaire pour visualiser les GUVs de transformer des différences de phase en différences
d’intensité. La microscopie DIC (Differential Intensity Contrast) est une technique basée sur
l’interférence entre la lumière déphasée lors de la traversée de l’objet d’étude et la lumière
émise par la source. Le dispositif est représenté sur la figure 4.10 sur laquelle on peut suivre le
trajet optique de la lumière : elle est d’abord polarisée puis séparée en deux par un prisme. L’un
des faisceaux traverse l’échantillon, donc sa phase est modifiée, mais pas le second. Ensuite les
deux faisceaux sont rassemblés par un second prisme et traversent un second polariseur, il y a
donc interférence entre les deux, c’est ce qui engendre le contraste des images.
4.3.2 Microscopie à contraste de phase
Le principe de la microscopie à contraste de phase repose également sur une interférence
entre la lumière qui traverse l’échantillon et une lumière de référence. Le dispositif est repré-
senté sur la figure 4.11 sur laquelle on voit les éléments clés de cette technique : l’anneau
de phase introduisant un déphasage de pi/2 entre la lumière dont la phase a été perturbée par
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FIG. 4.10: Schéma du dispositif de microscopie DIC.
l’échantillon et la lumière émise par la source ainsi que le diaphragme annulaire conjugué à
l’anneau de phase. Le dispositif de microscopie à contraste de phase permet également de trans-
former les variations de phase de la lumière en variations d’intensité.
Cette technique permet de repérer facilement les vésicules car celles-ci sont souvent rem-
plies de sucrose et immergées dans du glucose qui ont des indices optiques différents, donc la
vésicule apparaît sombre sur fond clair. Le problème de cette technique est qu’elle entraîne un
halo clair autour des interfaces, ce qui peut être gênant pour les mesures de taille des objets.
4.3.3 Microscopie RICM (Reflexion Interference Contrast Microscopy)
Le principe de cette technique est illustré sur la figure 4.12 qui représente une situation
typique dans laquelle l’observation par RICM est utile : une membrane de vésicule au voisinage
d’un substrat solide. Lorsqu’une lumière monochromatique est envoyée à travers l’objectif d’un
microscope sur l’objet à étudier, elle subit une réflexion sur l’interface verre/eau ainsi qu’une
réflexion sur l’interface eau/membrane. Ces deux rayons réfléchis interfèrent en formant des
franges dont la distribution d’intensité reflète la distribution des distances substrat/objet dans
la zone étudiée. Le RICM est donc une technique privilégiée pour l’étude de des phénomènes
d’adhésion ou de mouillage au voisinage d’un substrat.
4.3.4 Microscopie de fluorescence
Pour cette technique nous sortons du champ des microscopies interférentielles. La microsco-
pie de fluorescence consiste à observer sur fond noir des objets spécifiquement marqués par des
fluorophores. L’intérêt est justement de n’observer que les objets marqués, ce qui est particuliè-
rement utile notamment en biologie car il est possible par exemple de marquer spécifiquement
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FIG. 4.11: Schéma du dispositif de microscopie à contraste de phase.
FIG. 4.12: Principe de la technique RICM.
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FIG. 4.13: Schéma du dispositif de microscopie de fluorescence.
une protéine et d’observer sa distribution spatiale et temporelle dans une cellule. Le dispositif
de microscopie de fluorescence est représenté sur la figure 4.13. Les deux diaphragmes placés
après la lampe permettent d’obtenir un éclairement homogène. Le dispositif permet d’exciter
l’échantillon à la longueur d’onde d’excitation du fluorophore mais de ne récolter la lumière
qu’aux longueurs d’ondes supérieures. Sachant qu’un fluorophore émet à une longueur d’onde
supérieure à sa longueur d’onde d’excitation à cause d’une perte d’énergie par réorganisation
interne de la molécule fluorescente entre l’absorption et l’émission, le dispositif permet de ne
récolter que la lumière d’émission et non la lumière d’excitation diffusée. Pour les observations
en microscopie de fluorescence (et en particulier pour les mesures quantitatives), il est néces-
saire d’optimiser les paramètres d’observation par des mesures préliminaires. Les valeurs des
réglages du microscope conditionnant l’éclairement des objets sont :
– l’ouverture du diapragme placé devant la source ;
– la valeur de l’atténuation du filtre gris placé devant la source pour limiter l’échauffement
des échantillons ;
– les réglages de la caméra qui enregistre les images : gain et temps d’exposition.
Ces paramètres sont optimisés pour avoir d’une part un rapport signal/bruit optimum sur les
images et d’autre part ne pas saturer la caméra.
La figure 4.14 montre l’observation d’une gel-GUV respectivement en contraste de phase,
DIC et microscopie de fluorescence avec un marquage des lipides de la membrane. Dans la
mesure où nous disposons de plusieurs techniques d’observation, nous pouvons dégager les
avantages et les inconvénients de chaque technique. De façon très sommaire, la microscopie en
contraste de phase permet de repérer très facilement les objets (sombres sur fond clair) mais le
halo qui entoure les interfaces peut poser problème (notamment pour la mesure des langues de
vésicules aspirées lors des expériences de micropipettes (cf. section 7.1.1). La microscopie DIC
permet une visualisation très précise de la membrane, mais par contre les objets sont parfois
plus difficiles à "trouver" dans la chambre d’observation. Enfin la microscopie de fluorescence
permet dans notre cas de visualiser spécifiquement les membranes de vésicules, mais le temps
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FIG. 4.14: Image de l’observation d’une gel-GUV respectivement en contraste de phase, DIC, et
microscopie de fluorescence.
FIG. 4.15: Principe de la mesure de la fluorescence totale émise par une vésicule.
d’expérience est limité par le photo-blanchiment des fluorophores (voir section 5.3).
4.3.5 Mesures quantitatives de fluorescence
Pour certaines études en microsopie de fluorescence, il a été nécessaire de mesurer l’intensité
de fluorescence pour quantifier nos résultats (cf. chapitre 5).
Nous avons utilisé deux techniques quantitatives permettant de mesurer d’une part la quantité
de fluorescence émise par une vésicule, d’autre part la quantité de fluorescence émise en un
point de la membrane.
Nous mesurons la quantité totale de fluorescence émise par une vésicule de la façon suivante :
sur une image de fluorescence, nous définissons un carré de côté N qui englobe la vésicule
étudiée, comme représenté sur la figure 4.15 puis nous calculons l’intensité moyenne dans ce
carré comme :
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FIG. 4.16: Principe de la mesure de la quantité azimuthale de fluorescence émise par une vésicule :
deux cercles concentriques encadrent la membrane de la vésicule, et à chaque azimuth α on mesure
la quantité moyenne de fluorescence sur une tranches d’épaisseur ∆α.
Imoy =
ΣNi=0Σ
N
j=0Iij
N2
(4.1)
où Iij est l’intensité du pixel de coordonnées (i,j). Ensuite nous mesurons l’intensité moyenne
du fond (c’est-à-dire à l’extérieur de la vésicule) Ifond, cette intensité est considérée constante
en tout point de l’image. La quantité de fluorescence émise par la vésicule est donc définie
comme :
F = (Imoy − Ifond)N2 (4.2)
où IfondN2 est la correction liée à la fluorescence correspondant au fond. Cette mesure re-
pose sur l’hypothèse que toute la lumière émise par l’objet peut être collectée au plan focal.
Nous reviendrons sur la validité de cette approche au paragraphe 5.4.
Nous réalisons également des mesures de fluorescence azimuthale le long de la membrane
des vésicules afin de mesurer l’hétérogénéité de la fluorescence émise en différents points de
la membrane d’une même vésicule F(α). Pour ce faire nous traitons les images de fluorescence
avec un programme qui consiste à encadrer la membrane de la vésicule par deux cercles concen-
triques, comme indiqué sur la figure 4.16, puis à découper le périmètre en tranches d’épaisseur
∆α sur lesquelles la fluorescence moyenne est mesurée. Nous obtenons donc une courbe de la
quantité de fluorescence en un point de la membrane en fonction de l’angle auquel ce point est
situé.
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FIG. 4.17: Principe de la fabrication de pipettes grâce à la microforge : après avoir étiré la pipette en
forme de pointe, on trempe son extrémité dans une goutte de verre fondu qui pénètre dans la pipette.
La solidification du verre induit la rupture contrôlée l’extrémité de la pipette.
4.4 Aspiration par micropipettes
4.4.1 Fabrication des micropipettes
Les micropipettes sont fabriquées à partir de capillaires de verre (Clark Capillaries, GC 100-
10, 1mm OD 0.58 mm ID). Les capillaires sont nettoyés dans un bain à ultrasons dans l’éthanol
puis séchés. Ensuite ils sont étirés avec une étireuse à filament (Sutter Instruments P97). On
obtient des pointes côniques que l’on va "retravailler" à l’aide d’une microforge pour obtenir
des pipettes du diamètre désiré et pour supprimer toute aspérité susceptible d’endommager les
membranes.
La microforge est un dispositif qui permet d’observer et de déplacer la pipette au voisinage d’un
filament recouvert de Borax (Sodium tetraborate decahydrate, Sigma). Le filament est chauffé
par le passage d’un courant électrique de forte intensité ce qui entraîne la fusion du Borax,
celui-ci rentre dans la pipette par capillarité. La température de fusion du Borax étant inférieure
à celle du verre des pipettes, le Borax monte dans la pipette qui reste solide. Quand on éteint le
courant dans le filament de la microforge, le Borax refroidit et se rétracte brusquement, ce qui
entraîne une rupture très nette de la pipette (figure 4.17). Nous pouvons obtenir de cette façon
des pipettes bien adaptées à nos études.
La taille des vésicules impose la taille des pipettes que nous utilisons : leur diamètre est typi-
quement de l’ordre de 20 µm dans ce cas. Pour les gels macroscopiques, qui sont de taille bien
supérieure à celle des vésicules, il est tout à fait possible d’utiliser des diamètres de pipette de
50 µm voire plus afin de mieux visualiser le régime des petites déformations (cf. section 8.2.2).
4.4.2 Dispositif expérimental
Une fois forgée et traitée au SurfaSil pour éviter toute adhésion, la pipette est remplie de
la solution dans laquelle les objets d’étude sont suspendus (glucose 100 mM). Pour ce faire on
monte la pipette sur un mandrin relié à une seringue et on aspire cette solution dans la pipette.
Celle-ci est ensuite fixée sur un dispositif de déplacement tridimensionnel consistant en trois
vis micrométriques et plongée dans la chambre d’observation sur la platine du microscope. Les
chambres d’observation sont faites en assemblant deux lamelles de microscope par un cylindre
de pâte Vitrex en forme de U.
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Nous avons vu au chapitre 2.4.1 que, selon les objets étudiés, les pressions appliquées pou-
vaient varier de 10−1 à 104 Pa. Pour exercer une aussi large gamme de pressions, il est nécessaire
d’utiliser deux dispositifs distincts. Le premier dispositif permettant d’appliquer des pressions
faibles, de 0,1 à 100 Pa, consiste en un récipient d’eau relié à la pipette que l’on peut déplacer
verticalement avec une vis micrométrique. Un décalage de hauteur d’eau de 10 µm correspond
à une différence de pression de 0,1 Pa. Les pressions d’aspiration croissantes sont obtenues en
déplaçant le réservoir de liquide par pas de 10 µm. La valeur de la pression d’aspiration est cal-
culée à partir de la hauteur du réservoir. Il faut également noter que l’évaporation de l’eau dans
la chambre d’observation peut fausser la mesure de pression à cette précision, c’est pourquoi la
zone de la chambre exposée à l’air est recouverte d’un film de décane.
Pour appliquer des pressions plus élevées (supérieures à 100 Pa), on relie la pipette à une
seringue dont le piston est déplacé par un moteur à deux vitesses. La pression est mesurée et
acquise par un capteur (Honeywell 26PCCFA6D ± 1 atm.) relié à un PC qui enregistre simul-
tanément les valeurs de la pression et les images de la caméra.
4.5 Dispositif d’extrusion de tubes membranaires
Les expériences d’extrusion de tubes membranaires, dont nous présenterons les résultats
à la section 7.2 sont réalisées en collaboration avec l’Institut Curie (Paris) dans l’équipe de
Françoise Brochard-Wyart avec un dispositif couramment utilisé dans ce groupe pour extruder
des fils membranaires sur des vésicules et des cellules.
La figure 4.18 (a) montre un schéma du dispositif : dans un canal micrométrique imprimé dans
un bloc de PDMS on fait circuler un flux à vitesse contrôlée à l’aide d’un pousse seringue.
L’observation en microscopie optique se fait à travers le PDMS. Comme le montre l’encart de
cette figure, une aiguille recouverte de poly-Lysine est insérée dans le canal. Les vésicules sont
injectées et on déplace l’aiguille pour qu’elle se colle à une vésicule par le bout de sa pointe.
On impose alors un flux qui entraine la vésicule conduisant à l’extrusion d’un fil de membrane
[Borghi, 2006].
La figure 4.18 (b) montre l’observation en microscopie optique d’une expérience d’extrusion
de fil membranaire sur une gel-GUV avec un flux croissant. Le fil entre la vésicule et la pointe
n’est pas visible avec le grossissement que nous utilisons, on ne constate sa présence que parce
la vésicule n’est pas entraînée hors du champ d’observation par le flux.
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FIG. 4.18: (a) Dispositif expérimental : une chambre consistant en un microcanal imprimé dans une
bloc de PDMS. Zoom : une vésicule accrochée à la micro-aiguille recouverte de polyLysine dans le
microcanal soumise à un flux U. (b) Images en microscopie optique d’une séquence d’extrusion de
fil sur un gel-GUV à 9% sous un flux U croissant pas à pas (130, 270 et 400 µm/s). Le tube est
attaché à l’extrémité d’une micro-aiguille recouverte de polyLysine (barre d’échelle = 10 µm).
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Chapitre 5
Caractérisation du marquage fluorescent
de la membrane
Nous nous intéressons maintenant au marquage fluorescent de la membrane des différents
systèmes composites dont nous venons de décrire la préparation à la section 4.1. Ce marquage
est effectué via l’introduction d’une fraction de lipides fluorescents suffisamment faible (1%)
pour ne pas modifier les propriétés des vésicules. Le but de ce marquage est tout d’abord de
permettre l’observation spécifique de la membrane des vésicules au cours des différentes défor-
mations qu’elles subissent (transition de volume au chapitre 6 et aspiration en micropipettes au
chapitre 8). L’étude rapportée dans ce chapitre concerne la stabilité des fluorophores au cours
des différentes étapes de préparation et d’observation des systèmes. Nous rapportons également
une étude qualitative des profils de fluorescence en fonction de la distribution spatiale des fluo-
rophores.
5.1 Influence de la réaction de polymérisation sur le mar-
quage fluorescent
5.1.1 Stabilité des marqueurs lors de l’irradiation UV
La première série d’expériences que nous présentons a pour but de déterminer l’influence
de l’irradiation UV que nous utilisons pour polymériser le milieu interne des gel- et sol-GUVs.
Nous montrons sur la figure 5.1 (a) et 5.1 (b) des vésicules de DOPC remplies d’une solution de
sucrose 100 mM respectivement non-irradiée et irradiée dans les mêmes conditions que celles
que nous utilisons pour polymériser les vésicules (5 min sous la lampe UV-B). La comparaison
des deux figures ne montre pas de différence notoire, ce qui est confirmé par les mesures quanti-
tatives de fluorescence présentées dans la figure 5.1 (c). Cette courbe montre que la quantité de
fluorescence par unité de surface de membrane est identique pour les vésicules non-irradiées et
irradiées. Nous pouvons en conclure que nos conditions d’éclairement dans la plage de longueur
d’onde de notre filtre n’induisent pas de photoblanchiment des fluorophores.
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FIG. 5.1: Observation en fluorescence de vésicules de DOPC remplies de sucrose 100 mM sans
irradiation (a) et après 5 min d’irradiation sous la lampe UV-B (b) ; (c) quantité de fluorescence pour
différentes vésicules en fonction de leur surface pour des vésicules avant et après irradiation à 300
nm : mise en évidence de l’absence de photoblanchiment dû à l’illumination UV.
5.1.2 Stabilité des marqueurs vis-à-vis des chaînes de poly(Nipam)
Nous avons ensuite voulu voir si les chaînes de poly(Nipam) avaient un effet observable en
fluorescence sur les membranes, nous avons donc étudié des vésicules de DOPC incubant dans
une solution de chaînes de poly(Nipam). Les figures 5.2 (a) et 5.2 (b) montrent respectivement
une vésicule de DOPC avec ou sans incubation dans une solution de chaînes de polyNipam à
600 mM. Le graphique de la figure 5.2 (c) montre que la quantité de fluorescence par unité de
surface de membrane est identique pour les vésicules incubées et non incubées, donc la présence
de chaîne de polyNipam dans le milieu externe des vésicules n’induit pas de changement dans
leurs propriétés de fluorescence.
Néanmoins on peut noter que l’apparition de défauts dans la membrane semble légèrement
favorisée dans le cas des vésicules incubées avec des chaînes de poly(Nipam).
5.1.3 Influence de la phase de photopolymérisation : irradiation en pré-
sence de Nipam et de DEAP
Nous avons observé un comportement radicalement différent à ceux rapportés dans les pa-
ragraphes précédents après irradiation dans le cas des vésicules contenant les solutions présol
ou prégel. En effet dans ces deux cas l’irradiation entraîne une modification nette de la fluores-
cence émise. Nous observons tout d’abord une forte décroissance de la quantité de fluorescence
émise par unité de surface. La figure 5.3 (a) montre une vésicule contenant le milieu présol
avant polymérisation et la figure 5.3 (b) une sol-GUV, donc une vésicule qui contenait le milieu
présol ayant subi l’irradiation UV. On peut constater sur la figure 5.3 (c) que la quantité de fluo-
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FIG. 5.2: Observation en fluorescence de vésicules de DOPC remplies de sucrose 100 mM (a) et
après incubation dans une solution de poly(Nipam) 600mM (b) ; (c) quantité de fluorescence pour
différentes vésicules en fonction de leur surface pour des vésicules avant et après incubation dans le
poly(Nipam)
rescence par unité de surface est réduite d’un facteur 6 environ. Un effet similaire est observé
dans le cas des vésicules prégel et gel (voir les figures 5.4 qui présentent l’observation d’une
vésicule encapsulant le milieu prégel (a), une gel-GUV (b) et la quantité de fluorescence émise
par unité de surface pour les vésicules prégel et les gel-GUVs (c)) avec une réduction similaire
de la quantité de fluorescence.
Les résultats des expériences réalisées dans les sections précédentes montrent clairement
que la réduction de la quantité de fluorescence par unité de surface n’est pas due à un pho-
toblanchiment des lipides fluorescents provoqué par l’irradiation UV, mais qu’elle résulte de
l’effet induit par l’illumination en présence de Nipam et de DEAP (le MBA est absent de la
solution présol). Nous ne pouvons que formuler des hypothèses sur le mécanisme de cette ré-
duction de fluorescence associée à l’illumination en présence de Nipam et de DEAP. Une des-
truction photo-induite de lipides est évoquée dans [Karatekin et al., 2003], celle ci serait due à
une photo-oxydation des lipides dont les produits sont solubles et quittent la membrane. Néan-
moins dans notre cas, nous avons montré que l’illumination UV des vésicules fluorescentes
simples ne conduisait pas à une diminution de leur fluorescence, même en présence d’oxygène.
Ensuite [Rodriguez et al., 2005] mentionne la destruction de lipides NBD-PC en présence de
dithionite sous illumination, ce qui aboutit également à leur solubilisation. Même si nous uti-
lisons des composés différents, on pourrait penser qu’un effet similaire survienne à cause de
la formation d’un radical par le DEAP qui est soluble dans la membrane. Pour vérifier cette
hypothèse, il faudrait pouvoir suivre une vésicule pendant le processus de photopolymérisation,
ce qui est difficile avec notre dispositif expérimental (sac à gants, milieu sans oxygène).
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FIG. 5.3: Observation en fluorescence de vésicules contenant le milieu présol (a) et de sol-GUVs
(b) ; (c) quantité de fluorescence pour différentes vésicules en fonction de leur surface pour des
vésicules présol et sol-GUVs : nette diminution pour les sol-GUVs
FIG. 5.4: Observation en fluorescence de vésicules contenant le milieu prégel (a) et de gel-GUVs
(b) ; (c) quantité de fluorescence pour différentes vésicules en fonction de leur surface pour des
vésicules prégel et gel-GUVs : nette diminution pour les gel-GUVs
5.2 Hétérogénéités spatiales du marquage fluorescent
Dans le cas des gel-GUVs, on peut noter en observant la figure 5.4 (b) que le marquage
fluorescent de la membrane de ces vésicules semble hétérogène. Nous avons donc mesuré l’hé-
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térogénéité du marquage fluorescent sur la membrane des vésicules. La figure 5.5 montre la
comparaison des profils azimuthaux de fluorescence pour une vésicule de DOPC typique et une
gel-GUV. On constate que la déviation par rapport à la valeur moyenne de la fluorescence est
plus importante dans le cas de la gel-GUV. Le rapport de la variance sur la valeur moyenne de la
quantité de fluorescence constitue une mesure quantitative des hétérogénéités dans le marquage
de la membrane des vésicules. La figure 5.5 (b) montre cette quantité, moyennée sur plusieurs
vésicules, pour les différents types de vésicules que nous avons étudiés. On peut noter une aug-
mentation significative de l’hétérogénéité dans le cas des gel-GUVs, ce qui montre que cette
hétérogénéité est associée à l’effet du rayonnement UV en présence de Nipam, de DEAP et de
points de réticulation.
On peut interpréter ce résultat comme une perturbation de la structure de la membrane lors de
la polymérisation de gel dans les vésicules.
FIG. 5.5: (a) Fluorescence normalisée par sa valeur moyenne en fonction de l’angle à laquelle elle
est mesurée sur le contour d’une vésicule : profils azimuthaux de fluorescence pour une vésicule
de DOPC remplie de sucrose 100 mM (courbe en pointillés) et pour une gel-GUV (courbe en trait
plein) ; (b) Hétérogénéité de la fluorescence pour des vésicules de DOPC remplies de sucrose, des
vésicules de DOPC après illumination UV des vésicules présol, des sol-GUVs, des vésicules prégel
et des gel-GUVs. L’hétérogénéité est définie comme le rapport de la variance des valeurs de la
fluorescence en chaque point du profil et de sa valeur moyenne.
Nous pouvons remarquer que nous avions constaté une diminution identique de la quantité
de fluorescence à la fois pour les sol-GUVs et les gel-GUVS lors de la réaction de photopoly-
mérisation (cf. figures 5.3 et 5.4), alors qu’ici l’effet d’hétérogénéité ne se manifeste que pour
les gel-GUVs. Nous pouvons proposer l’interprétation suivante : la présence du gel stabiliserait
spatialement la membrane, en gênant la diffusion des lipides fluorescents, ce qui pourrait en-
traîner la formation d’hétérogénéités. Dans le cas des vésicules sol on pourrait imaginer que la
diffusion des lipides fluorescents tend à éviter la formation de ces hétérogénéités.
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5.3 Mesure du temps caractéristique de blanchiment
Le photoblanchiment des fluorophores est un phénomène inévitable à prendre en compte
lors des observations de fluorescence. Nous avons donc mesuré le temps caractéristique du
photoblanchiment des lipides fluorescents afin de pouvoir le comparer au temps d’observation
typique dans nos expériences.
Pour faire cette mesure, nous nous plaçons dans les conditions d’éclairement que nous utilisons
lors des expériences de fluorescence et nous filmons une vésicule de DOPC ou une gel-GUV
du même échantillon que celles que nous allons étudier. Nous enregistrons des images de fluo-
rescence de cette vésicule au cours du temps sans modifier les conditions d’éclairement ni la
focalisation du microscope et nous calculons la quantité de fluorescence émise par la vésicule
au cours du temps. Nous obtenons des résultats similaires pour les vésicules de DOPC et les
gel-GUVs. Ils sont sont présentés sur la figure 5.6. Nous observons aux temps courts (< 20 s)
une diminution linéaire de la quantité de fluorescence en fonction du temps.
La pente des deux courbes dans ce régime est de 0.02, ce qui veut dire que typiquement un
objet éclairé pendant 5 s émet 10% de quantité de fluorescence en moins que le même objet qui
n’aurait été exposé à aucun éclairement. Pendant les expériences suivantes nous pourrons donc
corriger les intensités de fluorescence mesurées en tenant compte du temps pendant lequel les
gel-GUVs ont été éclairées. La présence de gel dans le milieu interne n’affecte pas le temps de
blanchiment.
FIG. 5.6: Quantité de fluorescence (normalisée par sa valeur maximale) en fonction du temps pour
une vésicule de DOPC (points blancs) et une gel-GUV (points noirs)
5.4. FORMES DES PROFILS DE FLUORESCENCE 87
5.4 Formes des profils de fluorescence
Nous allons voir dans le chapitre 6 que certaines des vésicules composites que nous étudions
peuvent subir, sous l’influence de paramètres externes, des réductions de volume importantes.
La question se pose alors du devenir de la membrane pendant ces importantes modifications
globales des objets. L’image de l’objet en microscopie de fluorescence après la déformation est
une sphère brillante et il est impossible de préciser si la membrane est froissée en surface sur
l’objet ou si les lipides ont diffusé en volume dans le milieu interne. L’étude des profils de fluo-
rescence peut donner des informations plus précises sur la distribution spatiale des fluorophores.
C’est pourquoi nous étudions dans cette section l’influence de cette distribution sur la forme de
ces profils.
Le profil de fluorescence d’une vésicule obtenu par microscopie standard (non confocale) par
une coupe équatoriale de la vésicule a une forme complexe due au fait que le microscope stan-
dard collecte la lumière qui vient non seulement du plan focal mais également de points situés
hors de ce plan. Notre mesure de quantité totale de lumière émise par une vésicule dans la sec-
tion 4.3.5 le montre bien car la quantité totale de fluorescence que nous mesurons pour une
vésicules est effectivement proportionnelle à sa surface et non à son rayon.
Comme nous venons de le dire, nous voulons maintenant étudier l’effet de la distribution spa-
tiale des fluorophores sur ces profils complexes et pour ce faire nous nous proposons de simuler
différentes images de fluorescence.
Si on définit un objet par une fonction 0(x,y,z), son image dans le plan focal est une fonction
I(x,y,0) obtenue par le produit de convolution de 0(x,y,z) par la fonction d’étalement du point
(Point Spread Function ou PSF) du microscope :
I(x,y,0) =
∫
dx′dy′dz′PSF(x−x′,y−y′,z−z′)0(x,y,z) (5.1)
Nous avons donc mesuré la PSF de notre microscope dans les conditions d’observation que
nous utiliserons dans la suite de cette étude pour obtenir des images de fluorescence. Pour ce
faire, nous avons observé l’image d’une bille fluorescente de taille sub-optique, qui correspond
donc à un objet ponctuel pour notre système. L’observation de l’image de la bille permet une
mesure de la PSF car cette image I(x,y,z) s’écrit :
I(x,y,z) =
∫
dx′dy′dz′PSF(x−x′,y−y′,z−z′)δ(x−x′,y−y′,z−z′) = PSF(x,y,z) (5.2)
et correspond donc à la PSF du microscope. La fonction de Dirac δ(x−x′,y−y′,z−z′) représente
l’image ponctuelle de la bille fluorescente. On a une symétrie par rapport à l’axe des z, nous
donnons donc un aperçu sur la figure 5.7 de l’allure la PSF de notre microscope. La figure 5.7
(a) représente l’évolution de l’intensité maximale de la PSF en z et 5.7 (b) son évolution radiale.
Sur les figures (a) et (b), les points expérimentaux sont représentés par des ronds.
En parallèle, nous avons réalisé à l’aide du logiciel libre d’accès ImageJ des simulations de
la PSF théorique de notre microscope. Le logiciel DiffractionPSF-3D développé par Bob Dou-
gherty (OptiNav Inc.) permet de simuler une série d’images qui représente la PSF(x,y,z) d’un
microscope en utilisant le calcul théorique présenté dans [Gibson and Lanni, 1989] à partir des
paramètres du microscope (Indice du milieu de travail n, ouverture numérique de l’objectif
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O.N., longueur d’onde de la lumière incidente λ). En utilisant les paramètres de notre micro-
scope (n=1, O.N.=0.60 et λ=510 nm) nous avons généré une fonction PSF(x,y,z) dont l’allure
en r et en z est présentée sur les figures 5.7 (a) et (b) en points rouges. On peut constater le bon
accord général entre la PSF expérimentale et celle que nous avons simulée.
FIG. 5.7: (a) Intensité de fluorescence I en un point du plan (x,y) situé à la distance r du point
(0,0,0) ; (b) Intensité I en un point de l’axe z situé à la distance z du point (0,0,0) ; les intensités
I sont normalisées par Imax = I(0, 0, 0). Ceci représente la PSF mesurée sur notre microscope
(ronds) et de la PSF simulée dans les conditions adéquates avec ImageJ (carrés rouges)
Comme nous connaissons maintenant la PSF de notre microscope, nous allons tenter de
prédire les images de fluorescence correspondant à des vésicules marquées en fonction de la
distribution spatiale des fluorophores.
Nous avons calculé les convolutions de fonctions objets 0(x,y,z) par la PSF grâce au Plugin
Convolve 3D d’ImageJ. Les fonctions tridimensionnelles sont représentées par des séries de
256 images : le numéro de l’image (entre 0 et 256) représente l’axe des z et chaque image
bidimensionnelle représente les axes x et y à l’altitude z. Nous obtenons donc une série d’images
pour la fonction image I(x,y,z) et une pour la PSF. Les fonctions images, pour représenter les
vésicules fluorescentes, correspondent à des tranches espacées de ∆z d’une sphère de rayon
connu représentant la vésicule. Nous avons considéré deux cas extrêmes :
– distribution de fluorophores en surface : dans ce cas le découpage consiste en une pile
de cercles concentriques blancs sur fond noir (cf. figure figure 5.8).
– distribution de fluorophores en volume : dans ce cas nous obtenons une série de disques
concentriques blancs sur fond noir.
Une fois l’opération de convolution réalisée par ImageJ, on obtient une série d’images cor-
respondant à 0(x,y,z). L’image 0(x,y,0) correspond à l’image de l’objet que l’on observerait au
point focal du microscope, nous pouvons mesurer le profil d’intensité en x sur cette image.
Nous présentons sur la figure 5.9 les profils correspondant à une vésicule dont la membrane est
fluorescente (distribution en surface des fluorophores) (a) et une vésicule dont le milieu interne
est fluorescent (distribution en volume des fluorophores) (b). On peut voir sur ces images la
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FIG. 5.8: Découpage "en tranches" d’une vésicule à membrane fluorescente pour générer une pile
d’images opérables avec ImageJ
différence entre les formes des profils dans ces deux géométries extrêmes. Pour la vésicule à
membrane fluorescente, on retrouve une forme de profil avec deux pics à laquelle il est souvent
fait allusion dans la littérature ([Rodriguez et al., 2005] [Kiser et al., 1998]). Pour la vésicule
pleine, le profil présente une bosse caractéristique et diffère franchement du précédent.
Nous avons simplement voulu montrer que deux cas extrêmes de distribution spatiale de
fluorophores conduisent à des profils radicalement différents et qu’une migration importante de
fluorophores au sein du milieu interne d’un objet composite devrait donc être observable.
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FIG. 5.9: Intensité de fluorescence (normalisée par sa valeur maximale) le long du diamètre d’une
vésicule : profils simulés dans le cas d’une vésicule avec une distribution de fluorophores (a) en
surface (b) en volume.
Chapitre 6
Stimulabilité
Nous avons présenté dans la section 4.1 le protocole permettant de fabriquer des vésicules
encapsulant des gels ou des solutions de poly(Nipam). Le poly(Nipam) présente une transition
de phase à 32°C (cf. section 2.2.3), nous allons donc étudier le comportement de différentes
vésicules composites lors de cette transition. Concernant les gel-GUVs, nous observons une
transition de volume globale de l’objet, nous montrons la présence de la membrane et son de-
venir au cours de cette transition. Dans un deuxième temps nous caractérisons cette transition
de volume. Et enfin nous montrons que la température de transition peut être modulée en jouant
sur la concentration interne en sucrose.
Concernant les sol-GUVs, nous rapportons l’étude de leur comportement lors de la transition
en fonction de la concentration interne en poly(Nipam) et nous montrons que trois types de
comportements distincts peuvent survenir.
6.1 Gel-GUVs : caractérisation de la transition volumique
Nous avons souligné dans le chapitre 2.2.3 que les gels réticulés de poly(Nipam) présen-
taient une transition volumique induite par la température. En réussissant à encapsuler des gels
de poly(Nipam) dans des GUVs, nous leur avons conféré la propriété très originale de comporter
un milieu interne subissant une transition de volume déclenchée par la température. Effective-
ment lorsque nous chauffons une gel-GUV (taux de réticulation de 3%) au delà de 32°C, nous
observons par microscopie à contraste de phase un effondrement de l’objet, puis, après refroidis-
sement, le retour de l’objet à sa forme et son volume initial (figure 6.1). Ce processus est com-
plètement réversible et même quand plusieurs cycles successifs de chauffage-refroidissement
sont effectués, on ne note pas d’endommagement visible des objets.
Deux questions se posent : tout d’abord, l’objet que nous observons est-il recouvert d’une
membrane lipidique ? Ensuite, si tel est le cas, quel est le devenir de cette membrane au cours
de la transition ? Concernant la première question, une réponse immédiate a été obtenue en
observant en microscopie de fluorescence des gel-GUVs préparées avec un faible pourcentage
de lipides marqués. Effectivement, comme le montre la figure 6.2 (c), la membrane est présente
autour du gel avant la transition. Nous nous intéressons donc maintenant à son devenir lors de
la transition.
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FIG. 6.1: Chauffage d’une gel-GUV (taux de réticulation de 3%) : (a) état initial ; (b) après chauf-
fage, effondrement du gel interne ; (c) après retour à la température ambiante.
6.1.1 Devenir de la membrane pendant la transition
Nous nous intéressons ici au comportement de la membrane lipidique lors de la transition
volumique des gel-GUVs : la figure 6.2 (a) montre l’observation en microscopie à fond clair
d’une gel-GUV à température ambiante et la figure 6.2 (b) l’observation de la même vésicule à
T > 32°C. Une élévation de la température au dessus de 32°C induit une réduction du volume de
l’objet avec un rapport VC/V0 = 0.06 (VC étant le volume de l’objet dans l’état effondré et V0 son
volume dans l’état inital). Ceci implique un augmentation de la fraction volumique à l’intérieur
de l’objet d’un facteur 15 lors de la transition et une réduction de la surface apparente de l’objet
d’un facteur 6. Une variation si importante des dimensions de la vésicule doit être accompagnée
d’un réarrangement de la membrane lipidique. Plusieurs scenarii sont donc envisageables :
– une simple rupture de la membrane au cours de la transition ;
– la membrane reste inchangée, le milieu interne subit seul la transition (formant une "vé-
sicule à noyau") ;
– la membrane suit le milieu interne en se froissant à sa surface ;
– les lipides diffusent dans le milieu interne devenu hydrophobe.
La vésicule observée sur la figure 6.2 a été préparée avec une petite fraction (1%) de lipides
fluorescents ce qui nous a permis de visualiser sa membrane par microscopie de fluorescence
avant (figure 6.2 (c)) et après (figure 6.2 (d)) la transition volumique.
Comme l’indiquent ces figures, la membrane ne semble pas perdre sa continuité pendant la tran-
sition (du moins pas à l’échelle qui nous est accessible par microscopie optique) et semble se
maintenir à la surface du gel interne. Après retour à la température ambiante, nous retrouvons
l’objet à sa forme et son volume initial entouré de la membrane fluorescente apparaissant in-
tacte.
La colocalisation de la membrane et du gel interne pendant la transition est également confir-
mée par la comparaison des profils d’intensité des images en fond clair et en fluorescence (voir
figure 6.2 (e) et (f)). Les profils du dessus correspondent aux images en fond clair et ont la
forme typique d’une discontinuité d’indice optique à la surface d’une sphère. Les profils du
dessous sont ceux des images de fluorescence et ont la forme caractéristique d’une distribution
de fluorophores à la surface d’une sphère (voir les profils simulés que nous avons présentés au
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chapitre 5.4). La similitude de forme des profils avant et après transition est confirmée par leur
superposition par compression et dilatation du profil correspondant à l’état initial, voir figure
6.3.
FIG. 6.2: Transition volumique d’une gel-GUV à 3% (a) image en fond clair à température ambiante
et (b) au dessus de 32 °C ; (c) Observation en fluorescence de la même vésicule à température
ambiante et (d) au dessus de 32°C ; (e) profils d’intensité en fond clair (dessus) et en fluorescence
(dessous) le long du diamère de la vésicule à température ambiante et (f) au dessus de 32°C.
Ensuite nous nous sommes intéressés à la quantité totale de fluoresence émise par une vési-
cule avant (Finit) et après (Fshrunk) la transition volumique. Ces deux quantités ont été mesurées
en suivant le protocole décrit dans le paragraphe 4.3.5. Nous constatons que pour toutes les vé-
sicules étudiées ici (voir figure 6.4), en prenant en compte l’erreur sur les mesures, la quantité
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FIG. 6.3: (a) profils de fluorescence d’une gel-GUV à 3% dans son état initial (points bleus) et après
la transition volumique (points rouges) ; (b) profils de la figure (a) superposés par compression et
dilatation du profil correspondant à l’état initial
de fluorescence est conservée pendant la transition volumique.
FIG. 6.4: Quantité de fluorescence dans l’état effondré (Fshrunk) en fonction de la quantité de fluo-
rescence dans l’état initial (Finitial) lors de la transition volumique de gel-GUVs à 3%
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Nous avons donc montré d’une part que la distribution spatiale des fluorophores est conser-
vée pendant la transition volumique, et d’autre part que la quantité totale de fluorescence l’est
également. Donc les résultats décrits dans ce paragraphe montrent qu’à l’échelle optique, la
membrane lipidique semble garder son intégrité et rester confinée à la surface du gel après l’ef-
fondrement du gel interne à la vésicule. Nous insistons sur le fait que ces résultats ne permettent
pas de conclure sur la conformation de la membrane à une échelle sub-optique, nous pensons
que la façon la plus probable pour la membrane de se réarranger est de se froisser autour du gel
interne pendant la transition.
Nous nous intéressons maintenant à la caractérisation de la transition de volume que nous ve-
nons de révéler dans les gel-GUVs.
6.1.2 Transition de volume : approche quantitative
Nous avons tout d’abord voulu vérifier si le gel encapsulé dans une vésicule se comportait
comme un gel macroscopique.
Pour cela nous avons chauffé une gel-GUV et mesuré son rayon en fonction du temps (l’évo-
lution temporelle est supposée proportionnelle à celle de la température car nous chauffons
de façon constante l’échantillon). Nous calculons ainsi son volume V au cours du temps, et
la figure 6.5 montre l’évolution du volume réduit de la vésicule V/Vmax au cours du temps
(Vmax est le volume de la vésicule dans son état initial). Cette courbe est à rapprocher de celle
de [Hirokawa and Tanaka, 1984] présentée au paragraphe 2.2.3 qui représente l’évolution de
V/Vmax en fonction de la température pour un gel de poly(Nipam). Nous observons comme
dans l’article d’Hirokawa une diminution douce de la taille de la vésicule puis une chute très
abrupte à la transition. Qualitativement il semble que les gels dans nos vésicules se comportent
de la même façon que des gels macroscopiques de poly(Nipam). Ceci montre que l’encapsula-
tion des gels ne semble pas modifier leur comportement.
Dans un deuxième temps nous avons souhaité estimer la quantité d’eau expulsée par la vési-
cule subissant sa transition de volume. Le préalable à cette mesure a été de montrer que la taille
de la vésicule ne modifiait pas le rapport entre son volume initial et son volume effondré. Nous
constatons que c’est effectivement le cas puisque nous observons une relation linéaire entre dia-
mètres "collapsés" (après transition) Dc et diamètre initiaux (avant la transition) D0 mesurés
pour des vésicules de différentes tailles (cf. figure 6.6).
Intéressons nous maintenant à la quantité d’eau restant dans les vésicules effondrées. Elle
peut être estimée à partir des mesures des rayons des vésicules avant et après leur transition
volumique. Notons φw,0 et φw,c respectivement la fraction volumique d’eau dans la vésicule dans
son état initial de volume V0 et dans son état effondré de volume Vc. Les quantités (1− φw,0)V0
et (1 − φw,c)Vc correspondent donc aux fractions volumiques occupées par le sucrose et le
poly(Nipam) dans la vésicule dans son état initial et effondré respectivement. Si nous faisons
l’hypothèse que ces quantités sont conservées lors du processus d’effondrement, nous pouvons
écrire :
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FIG. 6.5: Volume réduit V/Vmax d’une gel-GUV avec CNIPAM=300 mM crosslink 3% en fonction
du temps au cours d’une séquence de chauffage. Sur le premier plateau, les points hors de la courbe
correspondent à des problèmes de mise au point et ne reflètent pas de phénomène physique.
(1− φw,0)V0 = (1− φw,c)Vc (6.1)
Composé Densité Concentration (mM) Φ
sucrose 1.55 100 2.2 %
Nipam 1.1115 300 3 %
TAB. 6.1: Densité, concentration et fraction volumique Φ du sucrose et du Nipam à l’intérieur d’une
gel-GUV avant la transition.
Sur la courbe 6.6, nous trouvons un facteur de proportionnalité 0.368 entre le diamètre des
vésicules dans leur état effondré DC et leur diamètre initial D0, par conséquent ce rapport au
cube est égal au rapport (1− φw,0)/(1− φw,c) d’après l’équation précédente. Or nous pouvons
calculer les fractions volumiques de sucrose et de Nipam dans les vésicules dans l’état initial
à partir des concentrations et de la densité des composés que nous utilisons (indiqués dans le
tableau 6.1) en faisant l’hypothèse que tous les monomères ont réagi et qu’aucun composé ne
peut fuir des vésicules.
On peut donc calculer φw,0 et obtenir, à partir de l’équation précédente, que la fraction d’eau
dans les vésicules effondrées φw,c est environ 0.2 alors qu’elle était de 0.95 dans l’état initial,
ce qui montre qu’environ 99% de l’eau contenue dans les vésicules dans leur état initial a été
expulsée lors du processus d’effondrement.
6.1. GEL-GUVS : CARACTÉRISATION DE LA TRANSITION VOLUMIQUE 97
FIG. 6.6: Diamètre après effondrement (DC) de différentes gel-GUVs avec un taux de réticulation
de 3 % en fonction de leur diamètre initial (D0)
Il nous a semblé intéressant d’essayer de moduler la température de transition en jouant sur
la concentration en sucre présente dans le milieu interne de la vésicule.
6.1.3 Modulation de la température de transition par la concentration en
sucrose
Effectivement nous montrons que la température de transition des gels de poly(Nipam) peut
facilement être abaissée de 32°C dans l’eau pure jusqu’à 20°C en ajustant la concentration en
sucrose de la solution dans laquelle le gel est suspendu. En effet, la figure 6.7 montre la dé-
croissance de la température de transition de gels de poly(Nipam) préparés dans des conditions
similaires aux gel-GUVs, suspendus dans des solutions de sucrose de concentration croissante
entre entre 0 et 5 M. Nous précisons qu’il est possible de préparer par électroformation des vési-
cules à des concentrations comparables de sucrose sans problème, ce qui permettrait de préparer
des gel-GUVs dont la température serait ajustable entre 20 et 32°C.
Nous ne discuterons pas ici du mécanisme de cette perturbation de la température de transi-
tion mais cet effet du sucre comme cosoluté du poly(Nipam) est discuté dans [Kato et al., 2001].
Dans la mesure où la transition du poly(Nipam) est le reflet de l’interaction des monomères avec
le solvant, la présence d’autres solutés hydrophiles peut perturber ce phénomène. Nous pouvons
évoquer également un effet similaire des sels et des tensioactifs [Jean, 2000], mais ces composés
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sont moins intéressants pour nous car peu compatibles avec les GUVs.
FIG. 6.7: Température de transition de gels de polyNipam en fonction de la concentration en sucrose
(de 0 et 5 M) de la solution dans laquelle ils sont suspendus. La ligne pleine n’est qu’un guide pour
les yeux.
Après avoir examiné le comportement des gel-GUVs, nous nous intéresserons dans la sec-
tion suivante aux sol-GUVs.
6.2 Sol-GUVs : comportements lors de la transition
Nous avons observé trois types distincts de comportement en fonction de la fraction volu-
mique de poly(Nipam) et de la façon dont cette concentration est imposée. C’est pourquoi nous
avons choisi de rapporter les résultats en les séparant selon les deux sections qui suivent.
6.2.1 Influence de la modification de la concentration interne lors de la
préparation
Nous observons deux effets distincts selon les fractions volumiques de Nipam utilisées au
moment de la préparation des sol-GUVs :
– à faible fraction volumique (ΦNipam ≤ 6% ou CNipam ≤ 600 mM) : Quand la tempé-
rature de la vésicule est augmentée au dessus de 32°C, les chaînes de poly(Nipam) dans
le milieu interne s’effondrent individuellement, conduisant à une démixion locale de la
solution (cf. figure 6.8). Optiquement cela se manifeste par un scintillement du milieu
interne à cause de la formation d’agrégats de taille sub-optique. Ceci est une preuve de la
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présence de chaînes de poly(Nipam) dans les vésicules composites. La vésicule conserve
un diamètre constant pendant cette transition contrairement à ce que nous avons reporté
dans le cas des gel-GUVs. Une autre illustration de ce type de comportement est montrée
figure 6.9 pour des fractions volumiques ΦNipam = 3 et 6%.
FIG. 6.8: Chauffage d’une sol-GUV avec CNIPAM=300 mM, (a) état initial, (b) après chauf-
fage : démixion des chaînes de polyNipam
– à haute fraction volumique : (ΦNipam ≥ 7% ou CNipam ≥ 700 mM) : Le comportement
observé pour les vésicules avec ΦNipam = 7 et 9 % est radicalement différent (figure 6.9).
En effet l’ensemble de la vésicule s’effondre d’une façon similaire à celle que nous avons
observée pour les vésicules encapsulant des gels réticulés (cf. figure 6.1). Les différences
de taille des vésicules ne sont pas significatives et sont le fait de la dispersion habituelle
dans les échantillons. Pour effectivement confirmer que la membrane accompagne le gel
lorsque celui-ci se contracte pendant la transition comme dans le cas des gel-GUVs, nous
avons observé en fluorescence la vésicule à 7% présentée dans la figure 6.9. Le résultat
de cette observation est présenté sur la figure 6.10. On constate que comme dans le cas
des gel-GUVs, la membrane est couplée au milieu interne et l’accompagne dans son ef-
fondrement. Ce comportement inattendu au regard du comportement du poly(Nipam) en
solution sera discuté à la fin de ce chapitre.
Cet effet de la concentration en poly(Nipam) sur le comportement des sol-GUVs lors de
la transition nous a amenés à imaginer une "double stimulabilité" : pour une même sol-GUV,
nous sélectionnons le comportement souhaité à la transition (effondrement ou démixion) via le
taux de gonflement (qui bien évidemment modifie la concentration en poly(Nipam)) puis nous
induisons la transition choisie en augmentant la température.
C’est pourquoi dans le paragraphe suivant, nous nous intéressons à l’effet du dégonflement sur
le comportement des sol-GUVs lors de la transition.
6.2.2 Influence de la modification de la concentration interne par dégon-
flement
En dégonflant osmotiquement une vésicule remplie de chaînes de poly(Nipam), on réduit le
volume de la vésicule et donc on augmente la fraction interne de poly(Nipam). Nous ne présen-
terons pas ici les effets du dégonflement osmotique sur les vésicules sol, ceci fera l’objet d’une
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FIG. 6.9: Observation de sol-GUVs préparées à ΦNipam= 3, 6 et 7% ; Ligne (a) à T < 32°C ; Ligne
(b) les mêmes vésicules à T > 32°C
FIG. 6.10: Observation en microscopie de fluorescence de l’effondrement de la sol-GUV avec
ΦNipam = 7% présentée sur la figure précédente, (a) à T < 32°C ; (b) à T > 32°C, mise en évidence
du devenir de la membrane
section dans le chapitre 9.
La figure 6.11 montre une sol-GUV préparée à ΦNipam = 3% à plusieurs états de dégon-
flement. En mesurant la réduction de volume de la vésicule dans chaque état, nous pouvons
calculer la fraction volumique de poly(Nipam) résultante. A chaque étape on chauffe la vési-
cule pour observer son comportement quand la température dépasse 32°C. On constate que pour
ΦNipam = 3 et 6%, on observe une démixion des chaînes de poly(Nipam) identique à celle que
nous avons rapportée pour les sol-GUVs préparées avec des concentrations initiales de 3 et 6%
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. Pour ces faibles fractions volumiques, l’obtention des concentrations par préparation initiale
ou par dégonflement conduit au même comportement lors de la transition.
Par contre pour ΦNipam = 9% nous observons un comportement différent lors de la transition
si ΦNipam est portée à 9% par dégonflement ou initialement fixée à 9% lors de la préparation.
En effet dans le cas où la concentration est établie par dégonflement, en partant d’une fraction
initiale de poly(Nipam) de 3%, on observe un "noyau" de chaînes de polyNipam qui s’effondre
dans une partie de la vésicule, laquelle conserve son volume et sa forme initiale. La figure 6.12
montre une séquence qui correspond à l’effondrement des chaînes dans la vésicule de la figure
6.11 ; on observe une séparation de phases progressive qui aboutit à la formation d’un noyau de
chaînes collapsées dans une partie de la vésicule. Le temps caractéristique de ce phénomène est
de l’ordre de la minute, beaucoup plus lent que le mécanisme de transition volumique d’un gel
réticulé.
FIG. 6.11: Observation d’une sol-GUV préparée à ΦNipam= 3% et dégonflée pour obtenir ΦNipam=
6 et 9% ; Ligne (a) à T < 32°C ; Ligne (b) la même vésicule à T > 32°C
Discussion
A ce stade du travail, il apparaît important de discuter les deux résultats surprenants concer-
nant :
– le comportement des sol-GUVs encapsulant des solutions de poly(Nipam) obtenues à
partir d’une concentration de Nipam supérieure à 600 mM (ΦNipam ≥ 6%).
– la différence de comportement des sol-GUVs à 900 mM (ΦNipam = 9%) dont la concen-
tration en poly(Nipam) dans le milieu interne a été soit fixée lors de la préparation, soit
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FIG. 6.12: Séquence de la séparation de phases dans une sol-GUV préparées à ΦNipam= 3% et
dégonflée pour obtenir ΦNipam= 9%
obtenue en dégonflant des vésicules dont la concentration en Nipam initiale était de 300
mM.
S’agissant du premier point, nous avons présenté au chapitre 2.2.3 un aperçu bibliogra-
phique concernant la thermostimulabilité des solutions de poly(Nipam). Tous les travaux que
nous avons trouvé rapportent une démixion des chaînes de poly(Nipam) et une modification de
la turbidité de la solution due à l’agrégation des chaînes en conformation globulaire.
La majorité des travaux sur la transition du poly(Nipam) en solution sont faites à des concentra-
tions faibles, inférieures à 90 mM [Balu, 2005] et bien inférieures à la concentration minimum
qui nous intéresse ici qui est de 600 mM. Néanmoins deux articles rapportent ce type de compor-
tement (démixion et agrégation locale des chaînes) à des concentrations très élevées par rapport
aux notres (1500 mM [de Azevedo et al., 2001] et 5300 mM [Afroze et al., 2000]) sans qu’il
soit fait mention de l’observation d’une démixion macroscopique des solutions comparable à
celle que nous observons dans les sol-GUVs au dessus de 600 mM de Nipam.
La seule étude rapportant des similitudes avec le comportement que nous avons observé
pour des concentrations supérieures à 600 mM est, à notre connaissance, celle de [Balu, 2005]
mais les auteurs relatent la formation par les chaînes après la transition de colloïdes de taille
sub-micrométriques c’est-à-dire à une échelle caractéristique plus petite que celle du phéno-
mène que nous observons (plusieurs dizaines de micromètres).
A l’heure de la rédaction de ce manuscrit, nous n’avons trouvé aucun travail rapportant un phé-
nomène véritablement similaire à celui observé sur la figure 6.11, c’est-à-dire une séparation de
phases à l’échelle de plusieurs dizaines de micromètres en une fraction de haute densité conte-
nant les chaînes de poly(Nipam) et une fraction contenant le solvant.
Le seul phénomène similaire dont nous avons pu trouver trace dans la littérature concerne le cas
où des charges sont ajoutées à la solution (LiCl2 à 10 mM)[Balu, 2005], mais nous ne travaillons
pas en milieu chargé.
Afin de vérifier que ce comportement n’était pas un effet du confinement des chaînes dans
les vésicules (même s’il paraît très peu probable que des chaînes nanométriques puissent "sentir"
l’effet d’un confinement à l’échelle micrométrique), nous avons préparé un échantillon macro-
scopique de solution de poly(Nipam) à une concentration de 1500 mM et nous l’avons chauffé.
Le résultat de cette expérience est présenté sur la figure 6.13. On peut donc constater que pour
une concentration de Nipam de 1500 mM, on observe bien une séparation de phases macro-
scopiques de la solution : les chaînes sont concentrées en un petit objet opaque et solide et le
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solvant, qui ne semble pas contenir de chaînes puisqu’il reste translucide, forme une phase dis-
tincte à l’échelle de cet échantillon.
FIG. 6.13: Solution de poly(Nipam) à 1500 mM : (a) à T < 32°C la solution est homogène est
transparente, (a) à T > 32°C on observe une séparation de phases macroscopique (c) le flacon est
penché pour mettre en évidence la séparation entre le solvant et les chaînes de poly(Nipam).
Dès lors, puisque nous n’avons pas trouvé mention d’un tel résultat dans la littérature en
dépit de la quantité énorme d’articles déja publiés sur le poly(Nipam), nous sommes amenés
à proposer une hypothèse pour comprendre ce phénomène : à ces concentrations supérieures
à 600 mM, nous serions en présence d’un gel physique dont les points de réticulation seraient
les enchevêtrements des chaînes. Lors de la transition, ce gel s’effondrerait sur lui-même pour
aboutir à une séparation de phases macroscopiques comme c’est le cas pour les gels covalents
de poly(Nipam) que nous avons présentés à la section 2.2.3. Ceci implique que le temps de vie
de ces points de réticulation temporaires est supérieur au temps caractéristique de la transition.
Le deuxième point à discuter est l’observation de deux comportements différents pour des
sol-GUVs dont la fraction interne de poly(Nipam) de 900 mM est soit fixée lors de leur pré-
paration (figure 6.9), soit obtenue par dégonflement en partant d’une concentration initiale de
300 mM (6.11). Dans le premier cas (concentration fixée lors de la préparation) la vésicule s’ef-
104 CHAPITRE 6. STIMULABILITÉ
fondre en globalité : le milieu interne se contracte et entraîne la membrane. Dans le deuxième
cas (concentration imposée par le dégonflement) les chaînes s’effondrent mais n’entraînent pas
la membrane : la vésicule conserve sa forme et son volume. Dans ces deux cas, la fraction volu-
mique au moment de l’observation est identique, mais il faut se rappeler qu’au moment de leur
préparation, ces deux vésicules avaient des concentrations en Nipam différentes. Par conséquent
on peut penser que l’ancrage des chaînes avec la membrane a été différent dans les deux cas.
Donc même si la fraction volumique de Nipam est identique au moment où on observe le com-
portement des vésicules à la transition thermique, ces objets sont probablement différents en
terme d’interaction entre les chaînes et la membrane, ce qui pourrait expliquer le comportement
différent observé. Dans les deux cas, le réseau physique interne de chaînes s’effondre, mais dans
le cas où la vésicule est préparée avec 9% de Nipam, l’interaction chaînes-membrane est assez
forte pour entraîner la membrane. Dans le cas où la vésicule avait été préparée avec ΦNipam =
3%, cette interaction ne suffit pas à déformer la membrane lors de la transition. On peut noter
que l’amas de chaînes est décroché, mais il reste probablement des chaînes individuelles liées à
la membrane.
Ce résultat amène deux conclusions : d’abord, il peut exister des interactions fortes mem-
brane/milieu interne dans les sol-GUVs préparées avec une concentration de Nipam élevée. Ces
interactions peuvent avoir 2 origines : soit des interactions hydrophobes poly(Nipam)/membrane,
soit une interaction covalente liée à la réaction du Nipam avec la double liaison des lipides lors
de la réaction radicalaire, ces deux types d’interaction peuvent d’ailleurs coexister. La deuxième
conclusion est que ce résultat ouvre la voie à la préparation de vésicules "à noyau" qui seraient
des modèles plus sophistiqués de cellules.
Chapitre 7
Effets des milieux interne et externe sur les
propriétés de membrane des vésicules
composites
Nous avons montré dans le chapitre 5 par des études quantitatives de fluorescence que notre
protocole de préparation des vésicules composites semblait affecter leur membrane. De plus
nous avons rapporté dans le chapitre 6 (dans le cas des vésicules remplies de gel de poly(Nipam)
et de solution de poly(Nipam) de forte concentration) que lorque le milieu interne de la vésicule
s’effondrait, la membrane lipidique l’accompagnait. Ces expériences ont mis en évidence l’in-
teraction entre les chaînes de poly(Nipam) et les membranes des vésicules. Dans ce chapitre,
nous allons présenter plusieurs types d’expériences menées sur nos vésicules composites qui
vont nous permettre de pousser plus loin notre description de l’état de leur membrane.
7.1 Module de courbure des sol-GUVs
Nous avons montré dans le chapitre 2.1.2 que le module de courbure kC , qui mesure l’éner-
gie nécessaire pour courber la membrane, est un paramètre important pour décrire son compor-
tement physique. Nous mesurons ce module sur les sol-GUVs afin de mieux connaître l’état de
leur membrane.
7.1.1 Aspiration par micropipettes
Dans le but de caractériser la membrane des sol-GUVs, nous avons réalisé grâce à la tech-
nique d’aspiration par micropipettes des mesures de module de courbure sur des sol-GUVs
préparées avec différentes concentrations de Nipam.
Nous avons présenté dans la section 2.4.1 le principe de cette technique qui repose sur l’aspira-
tion dans une micropipette avec une pression imposée d’une vésicule et sur la mesure concomit-
tante de l’incrément d’aire de cette vésicule. Dans le régime où les fluctuations de membrane
dominent, la relation d’Helfrich 2.10 montre que l’incrément d’aire de la vésicule est propor-
tionnel au logarithme de la tension de membrane σ.
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FIG. 7.1: Observations en DIC d’une sol-GUV sous deux pressions d’aspiration différentes corres-
pondant à deux aires apparentes différentes ; R=60 µm et r=8µm (a) σ = 0.002 mM/m (b) σ = 0.03
mM/m correspondant à un incrément d’aire ∆A/A0 de 0.5% par rapport à l’état de référence.
Protocole de mesure
Nous avons donc fait des expériences dont le principe est illustré sur la figure 7.1. Les
vésicules sont suspendues dans une solution de glucose 100 mM dans une chambre permettant
d’insérer une micropipette sous l’objectif du microscope. On laisse s’évaporer un peu du liquide
contenu dans la chambre afin de concentrer légèrement cette solution, ce qui a pour effet de dé-
gonfler légèrement les vésicules à étudier, puis toutes les interfaces avec l’air sont recouvertes
de décane pour stopper l’évaporation. Si de l’eau s’évaporait de la chambre d’observation, la
concentration de la solution contenant les vésicules serait modifiée, donc le volume des vési-
cules également, ce qui fausserait l’expérience.
– Nous repérons une vésicule et nous l’aspirons le plus légèrement possible dans la mi-
cropipette, comme indiqué sur la figure 7.1 (a). Cet état sera l’état de référence pour
l’expérience et à partir de la mesure de r, L et R nous définissons l’aire de référence de la
vésicule.
– Nous augmentons par pas de 0,1 Pa la pression d’aspiration. A chaque pas nous atteignons
un nouvel état d’équilibre comme celui montré sur la figure 7.1 (b).
– Nous calculons l’incrément d’aire apparente ∆A/A0 de la vésicule grâce à l’équation
2.62 et la tension de membrane à partir de la pression d’aspiration à chaque étape grâce à
la formule 2.52.
Résultats et discussion
La figure 7.2 représente des courbes lnσ en fonction de l’incrément d’aire ∆A/A0 dans le
cas de vésicules préparées à différentes concentrations de poly(Nipam).
Comme on peut le voir sur la figure 7.1, on peut récupérer de la surface de membrane à partir
d’une vésicule optiquement lisse. Ceci montre qu’une partie de l’aire de la membrane est cachée
dans des fluctuations de membrane à l’échelle sub-optique [Evans and Rawicz, 1997].
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FIG. 7.2: lnσ en fonction de ∆A/A0 correspondant à l’aspiration de sol-GUVs pour des vésicules
tendues (a)(+ : sol-GUV 300 mM, • : sol-GUV 400 mM, carrés : sol-GUV 700 mM) ou dégonflées
(b) (carrés : GUV incubée dans une solution à 600 mM de Nipam, triangles : GUV incubée dans une
solution à 300 mM de Nipam, ronds : sol-GUV à 700 mM).
Comme nous l’attendions, les courbes sont linéaires dans le régime dominé par les fluctuations
de membrane, qui correspond à des valeurs de ∆A/A0 de quelques %.
– La figure 7.2 (a) présente des courbes correspondant à des vésicules tendues, qui montrent
que l’on sort rapidement du régime des fluctuations pour arriver dans un régime d’élasti-
cité de la membrane. Les courbes ne sont plus linéaires à partir d’une certaine tension, et
nous ne discuterons pas du régime d’élasticité ici.
– La figure 7.2 (b) représente des expériences réalisées sur des vésicules relativement dé-
gonflées, il est plus facile d’obtenir beaucoup de points dans le régime linéaire et donc
une mesure plus précise de kC .
D’après la relation d’Helfrich 2.10, la pente des courbes lnσ en fonction de l’incrément
d’aire ∆A/A0 est égale à 1/8pikC . Nous pouvons donc extraire des valeurs de kC des courbes
de la figure 7.2.
La figure 7.3 présente les résultats de mesures de modules de courbures réalisées sur des sol-
GUVs préparées avec une concentration de Nipam comprise entre 0 et 700 mM.
Nous avons également effectué cette expérience sur des vésicules de DOPC incubées dans des
solutions de polyNipam à différentes concentrations afin de détecter l’effet sur le module de
courbure des vésicules d’une éventuelle adsorption des chaînes de polyNipam dumilieu externe.
Pour cela nous avons laissé incuber pendant 1h des vésicules de DOPC dans des solutions de po-
lyNipam : dans une solution mère préparée à 600 mM, puis dans ses solutions "filles" résultantes
de sa dilution 2, 4 et 6 fois. Les résultats sont présentés sur la figure 7.3. Chaque point sur la
courbe correspond à la valeur moyenne des mesures faites sur plusieurs vésicules (entre 5 et 10).
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FIG. 7.3: Module de courbure kC (ronds noirs) de sol-GUVs (en unités de kBT ) en fonction de
la concentration de Nipam à laquelle elles ont été préparées ; (ronds blancs) de vésicules de DOPC
incubées dans des solutions de polyNipam en fonction de la concentration en Nipam (mM) de la
solution d’incubation. Chaque point représente une valeur moyenne pour un ensemble d’entre 5 et
10 vésicules, les barres montrent la déviation standard à la valeur moyenne.
Pour les vésicules préparées sans Nipam, on retrouve bien la valeur du module de courbure
des membranes de DOPC rapportée dans la littérature [Rawicz et al., 2000]. Dans le cas des
sol-GUVs, le module de courbure diminue linéairement avec la concentration de Nipam entre
typiquement 20 et 2 kBT .
Même s’il est tentant de penser que les vésicules incubées se comportent d’une façon identique
à celle des sol-GUVs par une observation grossière de la courbe 7.3, il est clair que les barres
d’erreurs ne nous permettent pas de conclure. Il aurait été tout à fait important de pouvoir ob-
tenir un point à forte concentration de Nipam pour les vésicules incubées mais ceci pose des
problèmes expérimentaux difficilement surmontables (la viscosité de la solution d’incubation
rend très difficile la récupération de vésicules pour leur étude en micropipettes). Ceci est re-
grettable car il nous aurait été ainsi possible d’obtenir plus d’informations sur le mécanisme
d’interaction poly(Nipam)/membrane.
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7.1.2 Extrusion hydrodynamique de nanotubes membranaires
La figure 7.6 présente une séquence d’extrusion et rétraction typique pour une sol-GUV à
600 mM de Nipam (gris)1. Dans le cas de la sol-GUV, le comportement est similaire à celui
d’une vésicule de DOPC simple : un ajustement de la courbe L(t) avec l’équation 2.74 et de
L∞(U) permet d’obtenir τ0 ≈ 13s, UcO ≈ 20µm/s et donc kc =3 kBT .
On observe donc que la réductionde kc mesurée grâce à l’extrusion de tubes membranaires est
en bon accord avec les mesures faites par micropipettes que nous avons présentées dans la sec-
tion 7.1.1.
7.1.3 Etudes en SPR : apport à la compréhension du mécanisme d’inter-
action poly(Nipam)-membrane
Principe et protocole de l’expérience
Nous venons de voir que le poly(Nipam) perturbe fortement la membranes des sol-GUVs
dont il modifie clairement le module de courbure. Pour mettre ces résultats en regard des pré-
dictions théoriques (cf section 2.3), nous devons élucider la façon dont le polyNipam interagit
avec les membranes. C’est pourquoi nous avons décidé de suivre par imagerie de Résonance des
Plasmons de Surface (SPR) in situ l’interaction de chaînes de poly(Nipam) avec deux différents
substrats, l’un hydrophile et l’autre hydrophobe.
La SPR est une technique d’imagerie optique très sensible qui permet de mesurer des mo-
difications de l’indice optique au voisinage d’une interface entre un substrat métallique et un
liquide. La résolution en altitude de cette technique est de l’ordre de 1 nm, elle est donc cou-
ramment utilisée pour suivre la cinétique de réactions chimiques au voisinage d’un substrat
[Steiner, 2004]. Le principe de l’expérience est d’envoyer un faisceau en incidence rasante sur
un substrat métallique fin pour exciter les plasmons de surface à l’interface substrat/eau. Le dis-
positif est décrit sur la figure 7.4 (a) et les expériences ont été réalisées au CREAB/SPrAM/CEA
Grenoble sur un appareil Genoptics (Orsay, France).
Nous avons utilisé deux types de substrats :
– le premier est hydrophobe ; il consiste en un dépôt de dodecanethiols sur un substrat d’or
(figure 7.4 (b))
– le second est hydrophile ; il consiste en une monocouche de DOPC déposée sur un sub-
strat de dodecanethiols (figure 7.4 (c)).
Le protocole original de fabrication de la monocouche supportée de DOPC est basé sur
l’éclatement de liposomes de DOPC au voisinage du subtrat thiolé qui aboutit, dans certaines
conditions, à la formation d’une monocouche homogène [Suraniti et al., 2007].
Le protocole d’expérience était le suivant :
– injection de glucose 100 mM et mesure du niveau de base de l’indice de la couche au
voisinage du susbtrat ;
1Nous n’avons pas scindé la figure 7.6 pour faciliter la comparaison entre les comportements des sol- et gel-
GUVs que nous présenterons à la section 7.2
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FIG. 7.4: (a) schéma du dispositif de SPR, extrait de [Suraniti et al., 2007] (b) schéma du substrat
thiolé (c) schéma de la monocouche supportée
– injection du poly(Nipam) 600 mM, 1h d’incubation ;
– rinçage par un flux doux de glucose 100 mM.
Résultats
Les résultats de ces expériences sont présentés sur la figure 7.5. Avant l’injection de la solu-
tion de poly(Nipam), on a un niveau de base qui correspond à l’indice optique du substrat "nu",
lors de l’injection du poly(Nipam), l’indice optique augmente énormément. Le plateau corres-
pond au temps d’incubation permettant aux chaînes d’interagir avec le substrat ; on remarquera
que pendant l’heure d’incubation il y a peu de variation de l’indice1, ce qui indique qu’il n’y
a plus de modification majeure des interactions poly(Nipam)/surface au cours de cette période
d’incubation. Ensuite un flux de glucose 100 mM est établi dans la chambre pour rincer les
chaînes de poly(Nipam), ce qui aboutit dans les deux cas à une forte chute du signal SPR. Dans
le cas de la monocouche de DOPC, on retrouve le niveau de signal correspondant à celui que
l’on mesurait avant l’injection de poly(Nipam), ce qui montre que l’interaction des chaînes avec
les têtes lipidiques est soit nulle soit de très faible intensité (non résistante au lavage). Dans le
cas du substrat thiolé on observe une nette augmentation du signal qui correspond à une aug-
mentation de l’épaisseur du substrat et donc probablement à une adsorption forte de chaînes de
poly(Nipam).
Nous avons montré que les modules de coubure des sol-GUVs présentent une décroissane
homogène en fonction de la concentration en Nipam. Nos résultats sont en accord avec les prévi-
sions théoriques de [Brooks et al., 1991a]. Ces résultats semblent aller dans le sens d’une inter-
action faible poly(Nipam)/membrane, en effet les prédictions théoriques de [Brooks et al., 1991a]
sont faites sur la base d’une telle interaction et nos expériences de SPR vont également dans ce
sens.
Nous devons préciser que nous ne pouvons pas mesurer de modules de courbure sur des gel-
GUVs avec cette technique. En effet, nous verrons à la section 8.2 que, vis-à-vis de l’aspiration
1dans le cas de la monocouche, la baisse du niveau à t=40 min est due à l’installation accidentelle d’un flux
dans la chambre d’observation
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FIG. 7.5: Indice optique SPR en fonction du temps : suivi de l’interaction d’une solution de
poly(Nipam) avec un substrat thiolé hydrophobe (carrés) et une monocouche de DOPC (triangles)
dans une micropipette, une gel-GUV se comporte comme une sphère élastique homogène, de
ce fait il n’est pas possible d’accéder aux propriétés intrinsèques de sa membrane et notamment
à son module de courbure.
Nous allons voir par contre que l’extrusion de tubes de membrane peut donner des informations
sur les membranes des gel-GUVs.
7.2 Comportement des membranes de gel-GUVs sondé par
extrusion hydrodynamique de nanotubes membranaires
La complexité de la description physique du phénomène d’extrusion de tubes membranaires
est croissante depuis l’extrusion de tubes sur des GUVs jusqu’à l’extrusion sur des cellules.
En effet sur les cellules, la présence d’un cytosquelette en interaction avec la membrane dé-
termine le comportement des tubes [Brochard-Wyart et al., 2006]. Dès lors il parait intéressant
d’étudier l’extrusion de tubes sur nos vésicules composites car elles semblent être des objets
intermédiaires entre GUVs et cellules vis-à-vis de l’extrusion.
De plus nous avons déja indiqué que les propriétés de membrane des gel-GUVs ne pouvaient pas
être sondées par aspiration en micropipette à cause de l’interaction entre la membrane et le gel
interne, donc l’extrusion de nanotubes nous permet d’obtenir des informations sur la membrane
des gel-GUVs.
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FIG. 7.6: Longueur du tube en fonction du temps pour une sol-GUV (R=8 µm) à 600 mM de Nipam
(gris) (ajustement avec l’équation 2.74 en rouge) et une gel-GUV (R=19 µm) à 9 % de réticulation
soumises à un flux U ≈ 25µm/s et U ≈ 130µm/s respectivement. L’extrusion et la rétraction sur
la sol-GUVs sont ajustées respectivement par les équations 2.74 et 2.75
7.2.1 Résultats
La figure 7.6 présente deux séquences d’extrusion et rétraction typiques pour une sol-GUV
(gris) et une gel-GUV (noir).
Nous avons indiqué dans la section 7.1.2 que le comportement des sol-GUVs est similaire à
celui de vésicules de DOPC simples.
Dans le cas de l’extrusion sur des gel-GUVs, comme on peut le voir sur la figure 7.6, on
observe des temps caractéristiques d’extrusion très courts avant l’obtention d’une longueur sta-
tionnaire L∞ comparés à ceux observés sur les sol-GUVs. De plus la longueur stationnaire du
tube L∞ est beaucoup plus petite que celle obtenue pour des sol-GUVs. Néanmoins L∞ obéit
bien à une loi linéaire avec la vitesse du flux : la figure 7.7 (a) montre l’évolution de L∞ au
cours du temps quand la vitesse du flux est augmentée pas à pas, et la figure 7.7 (b) l’évolution
correspondante de L∞ avec U. En ajustant L(t) avec 2.74 on peut mesurer un temps caractéris-
tique τ0 ≈ 0, 12s, mais on constate que L∞ ne varie pas comme τ0U comme prévu par 2.73
pour les vésicules simples.
7.2.2 Discussion
Une vésicule sur laquelle on extrude un fil est un ressort entropique : l’extension maximum
L∞ est proportionnelle à la force appliquée :
fv = 6piηUR = keffL∞ (7.1)
où keff =
(2pikC)
2
R2kBT
= 6piηR
τ0
est la constante de raideur effective associée à l’extrusion du tube
(en négligeant les termes logarithmiques).
Contrairement aux sol-GUVs, les gel-GUVs présentent un comportement tout à fait original
qui n’a jusqu’à maintenant jamais été observé.
Le temps caractéristique τ0 que nous avons mesuré pour les gel-GUVs est 30 fois inférieur à
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FIG. 7.7: (a) Longueur du tube en fonction du temps pour une gel-GUV 9% pour des vitesses
de flux augmentées par pas (les vitesses en µm/s sont indiquées sur chaque palier (b) Longueurs
stationnaires L∞ en fonction de la vitesse du flux U pour une gel-GUV à 6 % (ronds) (R = 12 µm)
et une gel-GUV à 9% (R = 9 µm), la courbe en pointillés correspond à L∞ = τ0U .
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celui mesuré pour les sol-GUVs ou les vésicules de DOPC simples. Les gel-GUVs apparaissent
comme un ressort dur par rapport aux sol-GUVs : keffgel/keffsol ∝ 30.
On peut proposer un modèle en "patchs" pour expliquer ce résultat original : seule une
fraction de la membrane flue dans le tube. Contrairement au cas des vésicules simples et des
sol-GUVs, toute l’aire de la membrane n’est pas "disponible" pour l’extrusion du tube à cause
du gel tridimensionnel. Dans le cadre de ce modèle si Reff est le rayon du patch de lipides
mobiles (capables de fluer dans le tube), on détermine alors pour une gel-GUV de taux de ré-
ticulation de 9% que R2eff/R
2 ∝ 30. En d’autres termes, pour une gel-GUV présentant un tel
taux de réticulation, seule 33% de la membrane est libre de couler dans le tube.
Toujours dans le cadre de ce modèle, on vérifie que la fraction libre de membrane varie avec
le taux de réticulation du gel, ainsi pour des gel-GUVs de taux de réticulation plus faible (6%),
on trouve une fraction de lipides disponibles plus grande (R2eff/R
2 ∝ 15 ce qui correspond à
une fraction de membrane disponible de l’ordre de 66%).
Avec ce cadre d’explication, on trouve que la dynamique d’extrusion des tubes sur les gel-
GUVs est différente de celle sur les cellules, car dans le cas des cellules, le cytosquelette est
fixé à la membrane par des points d’attaches et les lipides semblent libres de se déplacer autour
de ces points. Ici l’attache semble plus forte et confine les lipides.
De plus dans le cas des cellules, la dynamique d’extrusion du tube est dominée par l’énergie
de détachement de la membrane du cytosquelette, car cette énergie est supérieure à la ten-
sion de membrane, on n’atteint donc pas de plateau dans l’extrusion de nanotubes sur des cel-
lules [Brochard-Wyart et al., 2006]. Ici la dynamique est différente, nous pensions justement
que l’extrusion de tubes serait un moyen de mesurer une densité surfacique d’énergie de liaison
entre le gel et la membrane mais les expériences que nous présentons ici ne nous permettent pas
de conclure dans ce sens.
7.3 Interaction membrane-cyclodextrines sur les sol-GUVs
et gel-GUVs
Le but de cette section est d’obtenir des informations structurales sur les membranes des
systèmes composites via l’étude de leur interaction avec des cyclodextrines.
Les cyclodextrines sont des molécules "cages" : elles présentent une structure annulaire compor-
tant une zone interne hydrophobe, comme représenté sur la figure 7.8 (a). Ce sont des molécules
naturelles issues de la dégradation de l’amidon par la bactérie Bacillus macerans. Il en existe
plusieurs types mais celle qui nous intéresse est composé de six groupes glucose liés et dont
la conformation donne à la molécule sa structure en cône tronqué (cf. figure 7.8 (b)). La ca-
pacité des cyclodextrines à former des complexes d’inclusion avec de nombreuses molécules
est à la base du grand intérêt qu’elles ont suscité. Une revue des propriétés physico-chimiques
des diverses cyclodextrines, des complexes qu’elles forment avec d’autres molécules et parti-
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FIG. 7.8: (a) structure schématique (b) structure chimique d’une molécule de α-cyclodextrine.
FIG. 7.9: Sol-GUVs 700 mM dans une solution de α-cyclodextrines à 10 mM : décroissance du
rayon au cours du temps.
culièrement avec les lipides est présentée dans [Billot, 2005]. Comme il a été montré dans la
référence précédente, les α-cyclodextrines sont capables d’extraire progressivement des lipides
de la membrane d’une vésicule de DOPC. Nous avons donc voulu savoir quel serait l’effet de
ces molécules sur la membrane de nos vésicules composites.
7.3.1 Protocole expérimental
Dans une chambre d’observation, on mélange 100 µL de solution de α-cyclodextrines à 100
mM, 90 µL de glucose à 100 mM et 10 µL de solution de vésicules. Cette solution est donc à
50 mM de α-cyclodextrines et 50 mM de glucose, ce qui assure l’équilibre osmotique avec la
solution à 100 mM de sucrose à l’intérieur des vésicules. Un protocole similaire est utilisé pour
travailler avec une concentration de α-cyclodextrines de 10 mM. En travaillant en microscopie
à fond clair avec un objectif x10, on repère une vésicule et on la suit pendant quelques minutes,
la figure 7.9 illustre ce type d’expériences. On peut mesurer l’évolution temporelle de son dia-
mètre, et tracer des courbes comme celles représentées sur la figure 7.10.
Dans le cas des gel-GUVs, nous avons constaté que nous n’obtenions pas de variation du
diamètre apparent des vésicules, car si les lipides sont extraits par les α-cyclodextrines, le gel
interne est intact. On voit donc un objet (dont on ne peut déterminer si c’est une gel-GUV ou une
bille de gel) de rayon identique au rayon initial. Par conséquent nous nous sommes intéressés à
la fluorescence des gel-GUVs : si les lipides sont extraits, on doit voir la fluorescence diminuer.
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FIG. 7.10: Diamètre de sol-GUVs 700 mM dans une solution de α-cyclodextrines à 10 mM en
fonction du temps (4 vésicules de diamètre inital différent)
Cependant, vu les temps caractéristiques d’extraction des lipides (plusieurs minutes), on ne peut
pas suivre ce protocole en observant la vésicule en fluorescence de façon continue, sous peine
de photoblanchir totalement les lipides (cf. section 5.3). Donc nous avons préparé en parallèle
trois échantillons :
– deux chambres contenant 190 µL de glucose 100 mM et 10 µL de solution de gel-GUVs
à 3 % que l’on observera à t=0 et à t=20 min
– une chambre contenant 100 µL de solution de α-cyclodextrines à 100 mM, 90 µL de
glucose à 100 mM et 10 µL de solution de gel-GUVs à 3% que l’on observera à t=20 min
7.3.2 Résultats
Sol-GUVs
A partir des courbes du diamètre des vésicules en fonction du temps, voir figure 7.10, on
peut mesurer un taux de réduction du diamètre des solGUVs dD/dt, ici on trouve 15,84 et 2,22
µm/min pour des concentrations en α-cyclodextrines de 50 et 10 mM respectivement. Nous
comparons ces valeurs de dD/dt à celles présentées dans [Billot, 2005] pour des membranes de
DOPC sur la figure 7.11, on voit que nos mesures donnent des résultats très similaires à ceux
obtenus pour du DOPC. Le comportement de dD/dt en loi de puissance de la concentration avec
un exposant proche de 2 suggère une complexation d’une molécule de lipides avec 2 molécules
de cyclodextrines [Billot, 2005].
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FIG. 7.11: Taux de réduction du diamètre dD/dt pour des vésicules de DOPC (points blancs extraits
de [Billot, 2005]) et de sol-GUVs en présence de α-cyclodextrines
Gel-GUVs
Dans le cas des gel-GUVs, nous avons mesuré la quantité totale de fluorescence par vésicule
dans les 2 premiers échantillons (gel-GUVs dans sucrose à t=0 et t=20 min) et nous avons trouvé
des résultats comparables à ceux que nous présentons au chapitre 5.1.3. Sur les gel-GUVs du
troisième échantillon, nous n’avons pas pu mesurer de fluorescence qui émergeait du bruit de
fond des images, nous en avons conclu que les lipides de la membranes avaient bien été extraits
par les α-cyclodextrines.
En conclusion de cette section sur l’effet du milieu interne des vésicules composites sur leur
membrane, nous insistons sur le fait que nous avons exercé sur ces membranes des sollicitations
à des échelles d’espace différentes qui donnent donc des informations complémentaires sur
l’état des membranes, nous reviendrons sur cet aspect dans le chapitre 10.
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Chapitre 8
Propriétés mécaniques du milieu interne
des systèmes composites
L’objectif du présent travail est de préparer des systèmes constituant des modèles méca-
niques stimulables des cellules. Nous montrons donc dans cette section que nous pouvons pré-
parer des vésicules dont le milieu interne présente des propriétés mécaniques (viscosité ou élas-
ticité) couvrant une gamme de valeurs pertinente par rapport à celles présentées par certaines
cellules.
8.1 Viscosité des sol-GUVs
Nous rappelons que la polymérisation des chaînes de poly(Nipam) non réticulées dans des
GUVs se fait à l’équilibre osmotique entre l’intérieur et l’extérieur des vésicules (cf. section
4.1.4). En d’autres termes, lors de la polymérisation, les vésicules sont suspendues dans une
solution identique à celle dont elles sont remplies. La polymérisation se fait donc de façon iden-
tique à l’intérieur et à l’extérieur des vésicules. Par conséquent pour déterminer la viscosité
interne des sol-GUVs nous avons simplement mesuré la viscosité de solutions de poly(Nipam)
préparés dans les conditions utilisées pour préparer les sol-GUVs.
Les expériences ont été faites sur un rhéomètre cône-plan Malvern Bohlin Gemini mis à
notre disposition par C. Verdier (LSP, Grenoble). Dans le cas de solutions diluées de polyNi-
pam, l’expérience consiste à imposer différentes contraintes Σ comprises entre 0 et 1,2 Pa sur
l’échantillon et à mesurer le gradient de vitesse γ˙. Nous obtenons des courbes telles que celles
représentées sur la figure 8.1. On obtient des droites de pentes différentes pour les différentes
concentrations de poly(Nipam) utilisées, ce qui permet une mesure de la viscosité des solutions,
car pour des solutions newtoniennes,Σ = ηγ˙. Le caractère newtonien des solutions est confirmé
par l’évolution linéaire de Σ avec γ˙.
Les viscosités des différentes solutions de poly(Nipam) sont représentées sur la figure 8.2.
On peut constater que ces viscosités s’étalent sur trois ordres de grandeur (10−3 < η < 1 Pa.s)
selon la concentration initiale en Nipam. Dans la mesure où ces viscosités sont représentatives
de la viscosité interne des sol-GUVs que nous fabriquons, nous constatons que nous sommes
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FIG. 8.1: Σ en fonction de γ˙ : courbes de viscosimétrie pour des solutions de poly(Nipam) de
concentrations comprises entre 100 et 700 mM
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FIG. 8.2: Viscosité de solutions de poly(Nipam) en fonction de leur concentration en Nipam lors de
leur préparation.
capables de fabriquer des vésicules comportant une viscosité interne contrôlable sur une large
gamme. Nous pouvons comparer cette gamme de viscosité aux valeurs trouvées trouvées dans
la littérature : 0,01 Pa.s pour le milieu interne des globules rouges [Shiga et al., 1990] ou 1 Pa.s
pour le cytoplasme de fibroblastes [Zhu et al., 2000] et 6,5 Pa.s au minimum pour les globules
blancs [Bathe et al., 2002]).
8.2 Elasticité des gel-GUVs
Nous avons montré que nous sommes capables d’obtenir des sol-GUVs dont la viscosité
interne est comprise entre 10−3 et 1 Pa.s, une gamme pertinente en terme de biomimétisme.
Nous allons démontrer que nous sommes également en mesure de préparer des gel-GUVs de
module d’Young contrôlé couvrant une large gamme par modulation du taux de réticulation du
gel interne lors de la préparation. Nous avons montré dans la section 2.4.3 que la technique
d’aspiration par micropipettes permet une mesure du module d’Young d’un milieu élastique.
8.2.1 Aspiration par micropipettes de gel-GUVs
Nous rapportons dans cette section les mesures de module d’Young que nous avons effec-
tuées grâce à la technique d’aspiration par micropipettes sur des gel-GUVs préparées à différents
taux de réticulation X.
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FIG. 8.3: Gel-GUV avec membrane fluorescente aspirée dans une micropipette observée en trans-
mission (a) et en fluorescence (b) pour montrer la colocalisation du gel et de la membrane, représen-
tation schématique de la structure des gel-GUVs révélée par cette expérience (c)
Présence de la membrane et du gel dans la langue aspirée
Dans un premier temps nous avons cherché à montrer l’intégrité de la membrane lors des
expériences de micropipette ainsi que la colocalisation du gel et de la membrane. La figure 8.3
(a) montre une image en transmission d’une gel-GUV aspirée dans une micropipette et la fi-
gure 8.3 (b) l’image de fluorescence correspondante. Dans ce cas la pression d’aspiration est de
l’ordre de 1000 Pa. Comme on le voit clairement sur la figure, la membrane reste attachée au gel
et n’est pas rompue de façon macroscopique par la contrainte appliquée, néanmoins l’existence
de ruptures à des échelles sub-optiques qui ne seraient pas détectées avec cette technique de
visualisation ne peut être exclue.
Dans le cas d’une vésicule de DOPC simple, cette pression d’aspiration induirait une tension de
membrane de 15 mN/m, ce qui est supérieur à la tension de rupture que nous avons mesurée pour
des vésicules de DOPC et des sol-GUVs. Ceci indique que les deux feuillets de la membrane
semblent être fortement couplés au réseau de polymère interne, ce qui pourrait être rapproché de
nos observations de l’interaction hydrophobe poly(Nipam)/substrats thiolés par SPR (cf .7.1.3)
sans exclure toutefois la présence éventuelle de liaisons covalentes formées entre les chaînes et
les phospholipides durant la réaction de polymérisation. La figure 8.3 (c) montre un schéma de
la structure composite des gel-GUVs.
Ayant montré la présence de la membrane dans la langue aspirée dans la micropippette, nous
avons alors voulu observer la présence du gel de façon directe. Pour cela nous avons mis à profit
la transition volumique des gel-GUVs : la figure 8.4 montre une expérience dans laquelle une
gel-GUV aspirée dans une pipette est chauffée à T > 32°C. On observe bien la contraction du gel
de poly(Nipam) à l’extérieur et à l’intérieur de la pipette, ce qui est une preuve de la présence
de gel dans la partie de la vésicule à l’intérieur de la pipette.
Bien évidemment il aurait été intéressant de tester la colocalisation du gel et de la membrane
par un marquage fluorescent du gel, mais nous n’avons pas pu réaliser ce marquage. Il existe
des techniques pour marquer en fluorescence les chaînes de poly(Nipam) [Winnik et al., 1993]
mais cela implique une chimie que nous ne maîtrisons pas.
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FIG. 8.4: Gel-GUV aspirée dans une micropipette, élévation de la température pour visualiser la
contraction du gel à l’intérieur de la pipette
FIG. 8.5: Image typique de l’aspiration d’une gel-GUV dans une micropipette pour une mesure du
module d’Young interne
Dispositif et précautions expérimentales
Le fort couplage de la membrane lipidique et du gel interne assure la continuité du champ
de contraintes depuis la surface de la membrane jusque dans le milieu interne de la vésicule. Du
point de vue de l’expérience d’aspiration, et à l’échelle de longueur correspondante, la vésicule
composite apparaît comme une sphère élastique homogène de module d’Young E.
Le protocole d’expérience typique est d’approcher la micropipette au contact de la surface de la
vésicule avec une pression d’aspiration aussi petite que possible. Puis la pression est augmentée
d’un petit incrément, aboutissant à une nouvelle forme d’équilibre de la surface du gel et donc
une nouvelle valeur de L, comme le montre la figure 8.5. Le module d’Young de la vésicule est
extrait des courbes L/Rpip en fonction de ∆P dans le régime linéaire des faibles déformations
en utilisant le modèle développé de [Théret et al., 1988].
On peut observer sur cette figure que le rayon de la vésicule n’est pas très grand devant
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celui de la pipette, alors que le modèle de [Théret et al., 1988] impose Rves » Rpip. Néanmoins
il a été montré par des simulations numériques que la déformation du gel dans ce genre d’ex-
périences était très localisée [Boudou et al., 2006]. En effet ces auteurs testent l’influence de
l’épaisseur d’un substrat élastique sur la mesure par micropipettes de son module. Leurs simu-
lations montrent qu’à partir d’une épaisseur de substrat comparable au rayon de la pipette, celle
ci n’a plus d’influence sur la mesure du module d’Young. De plus, ils montrent que le champ de
déformation est très localisé dans une zone de taille ≈ Rpip. Par conséquent, nous pensons qu’il
n’y a pas d’effet important de la taille des vésicules sur la mesure de leur module d’Young dès
que celle-ci est supérieure à Rpip et nos résultats expérimentaux sont donc corrects.
Nous avons également vérifié que la réponse des gel-GUVs aux variations de pression était im-
médiate, notamment si la pression d’aspiration est brutalement relâchée, cela entraîne un retour
de la vésicule à son état initial avec un temps caractéristique inférieur à la résolution de notre
système d’enregistrement (< 100 ms), ce qui montre qu’il ne semble pas y avoir de comporte-
ment visqueux des gel-GUVs.
Résultats
La figure 8.6 montre une courbe représentative d’une expérience d’aspiration. Nous avons
particulièrement veillé à travailler dans le régime des faibles déformations comme il est néces-
saire de le faire pour pouvoir comparer nos résultats avec l’analyse théorique d’élasticité linéaire
présentée dans la section 2.4.3. En particulier, cela permet d’éviter d’avoir des singularités dans
le champ de contraintes notamment aux extrémités de la micropipette, qui apparaîtraient dans
le cas où la portion de gel aspirée dans la pipette était cylindrique et non sphérique. Le critère
que nous avons utilisé pour s’assurer de travailler dans le régime des petites déformations est de
vérifier que la déformation relative L/Rpip était toujours inférieure à l’unité.
La figure 8.7 montre une série d’expériences d’aspiration successives. La pression d’aspi-
ration est augmentée, relâchée puis augmentée de nouveau ; on peut constater sur la figure que
la pente des courbes successives, qui correspond au module d’Young, est identique dans les
trois expériences. Ceci nous montre que, dans le régime des petites déformations, les gel-GUVs
subissent des déformations réversibles ; nous sommes donc bien dans un régime pertinent pour
appliquer le modèle théorique de [Théret et al., 1988].
La figure 8.8 présente les valeurs du module d’Young que nous avons obtenues pour des
gel-GUVs préparées avec trois concentrations différentes de MBA : 3, 6 et 9 % donc trois taux
de réticulation X différents. Chaque valeur de E correspond à une expérience sur une vésicule
différente. Malgré une dispersion significative de l’ordre de 50%, les modules d’Young mesu-
rés sont dans la gamme de 500 à 25000 Pa et nous constatons une augmentation prévisible du
module d’Young avec le taux de réticulation. La dispersion pourrait être attribuée à la position
des vésicules dans la chambre de polymérisation : certaines sont plus proches que d’autres de
la lampe UV. Ces résultats montrent que la structure du gel interne est celle d’un gel réticulé
homogène et que ses propriétés élastiques peuvent être expérimentalement contrôlées par la
concentration en réticulant. Dans la gamme de concentration explorée ici, la valeur moyenne de
E suit une loi de puissance d’exposant 2,8 en fonction du taux de réticulation.
Nous rappelons que nous ne connaissons pas le taux de réticulation X exact dans nos vési-
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FIG. 8.6: Pression d’aspiration en fonction de L/Rpip : Courbe typique de l’aspiration d’une gel-
GUV dans une micropipette pour une mesure du module d’Young interne
FIG. 8.7: Pression d’aspiration en fonction de L/Rpip pour une série d’aspirations successives au
même endroit d’une gel-GUV : carrés blancs première aspiration croissante, ronds blancs pression
décroissante, carrés noirs pression croissante
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FIG. 8.8:Modules d’Young E de gel-GUVs en fonction de la concentration en réticulant lors de leur
préparation.
cules, mais néanmoins nous pouvons comparer la gamme de modules que nous observons avec
ceux que nous trouvons dans la littérature pour des gels de poly(Nipam). Rappelons également
que nous mesurons le module d’Young E du gel interne, qui est relié à son module élastique G
par G = E/3 [Théret et al., 1988] ; dans la littérature, les auteurs rapportent de préférence des
valeurs de G. Nos mesures donnent donc des valeurs de G entre 0,2 kPa et 7 kPa.
[Sazaki and Koga, 2002] rapportent la préparation de gels de poly(Nipam) avec une tech-
nique différente de celle que nous utilisons1. Les auteurs obtiennent des modules de 0,8 à 30 kPa
pour des taux de réticulation de 0.125 % à 1.5 % et une concentration de Nipam de 1M. Avec la
même tecnhique de préparation, [Matzelle et al., 2003] donnent des valeurs de modules entre 5
et 20 kPa pour des gels avec X compris entre 1 et 5% et 1 M de Nipam. [Gundogan et al., 2002]
rapportent la préparation de gels de poly(Nipam) chargés (incorporation de 2-acrylamido-2-
méthylpropanesulfonic acid AMPS comme copolymère du Nipam) avec la même technique de
préparation que l’article précédent et mesurent des modules entre 5,2 et 6,1 kPa pour X com-
pris entre 1.04 et 1.18 %. [Laszlo et al., 2004] donnent des valeurs de modules de 2000 à 4000
Pa pour X compris entre 0.5 et 1.3%. Nous obtenons des valeurs systématiquement inférieures
à celles rapportées, ce qui est cohérent avec le fait que dans notre cas les taux de réticulation
sont surestimés à cause de la diffusion du MBA à l’extérieur des vésicules lors de l’étape de
photopolymérisation (cf. section 4.1.4). On peut également remarquer qu’en comparant avec
1Ammonium Persulfate comme initiateur chimique et N,N,N,N-tetraméthyléthylènediamine (TEMED) comme
accélérateur, qui parait être la technique la plus employée dans la littérature, mais qui ne convient pas à la prépara-
tion des gel-GUVs
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les valeurs de [Laszlo et al., 2004], l’écart est plus grand pour les petites valeurs de X.
Quant à l’évolution de G avec X, la question n’est pas triviale. Dans une théorie d’échelle
classique [de Gennes, 1979], on trouve que le module élastique du gel doit varier linéairement
avec le taux de réticulation. Néanmoins, il est nécessaire de connaître le taux de gonflement à
l’équilibre du gel pour comparer les valeurs de G. [Laszlo et al., 2004] montrent que G varie
bien linéairement avec le taux de réticulation en prenant en compte le taux de gonflement à
l’équilibre. Dans notre cas nous ne savons pas quel est ce taux de gonflement à l’intérieur des
vésicules. Comme nous ne connaissons pas le X exact dans nos vésicules ni le taux de gon-
flement du gel interne, il ne serait pas pertinent d’aller plus loin dans l’interprétation de nos
résultats sauf de remarquer que les ordres de grandeur des modules que nous obtenons sont
cohérents avec ceux de la littérature.
Nous insistons en revanche sur le fait que les valeurs des modules mesurés se situent dans
la gamme mesurée sur certaines cellules vivantes [Hochmuth, 2000]. On trouve également
dans la littérature des modules de 3 à 5 kPa pour des fibroblastes, la même gamme pour des
macrophages, 5 à 50 kPa pour des plaquettes ou 10 à 200 kPa pour des cardiocytes (voir
[Rotsch and Radmacher, 2000], [Radmacher, 1997], [Rotsch et al., 1997] et [Hoffmann et al., 1997])
ce qui conforte la pertinence de nos gel-GUVs en terme de modèle mécanique de cellule.
8.2.2 Aspiration de gels macroscopiques
Dans cette section, nous présentons les résultats de mesures de modules d’Young sur des
gels de polyNipam préparés dans les conditions que nous utilisons pour la fabrication des gel-
GUVs. L’idée était de pouvoir comparer par une expérience identique les modules des gels
macroscopiques et ceux des gel-GUVs afin de pouvoir estimer quelle était la fraction de réti-
culant expulsée lors de l’étape de dilution des vésicules prégel pendant la polymérisation (cf.
section 4.1.4).
Pour ce faire, nous avons préparé des échantillons de gels macroscopiques à différents taux de
réticulation, que nous avons aspirés de façon similaire aux gel-GUVs. Les échantillons sont frac-
tionnés avec un scalpel pour former des morceaux aux interfaces planes que nous suspendons
dans du glucose 100 mM dans des chambres identiques à celles dans lesquelles les expériences
sur les gel-GUVs ont été réalisées.
Les résultats de ces expériences sont regroupés sur la figure 8.9 qui montre les valeurs des
modules que nous avons mesurées. On constate que les valeurs sont très dispersées et qu’on ne
voit pas de tendance se dessiner pour l’évolution du module en fonction du taux de réticulation.
Même dans le cas des gels 3% pour lesquels on semble voir se distribuer les valeurs autour
d’une valeur moyenne (voir figure 8.10) la dispersion est grande.
Nous allons tenter d’expliquer les raisons pour lesquelles nous obtenons ces résultats. La
figure 8.11 montre une courbe typique d’aspiration de gel macroscopique. On peut constater la
présence de deux régimes distincts pour de petites déformations. Par conséquent, nous pensons
que le régime élastique pour ces gels se trouve dans une plage de déformation extrêment fine
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FIG. 8.9:Modules mesurés sur des gels macroscopiques en fonction de leur taux de réticulation
FIG. 8.10: Histogramme des modules d’Young mesurés sur des gels macroscopiques de
poly(NIpam) à 3% de réticulation.
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FIG. 8.11: Pression d’aspiration en fonction de L/Rpip : aspiration d’un échantillon de gel de
poly(Nipam) dans une micropipette pour une mesure du module d’Young interne, mise en évidence
de la finesse du régime des petites déformations
à laquelle nous n’avons pas toujours accès dans les expériences. Cette hypothèse est supportée
par le fait que la portion de gel aspirée dans la pipette dans ces expériences n’a pas une forme
sphérique, en tout cas pas avec un rayon de courbure égal à celui de la pipette. On peut penser
qu’il y a un cassage du gel à l’extrémité de la pipette et que, donc, nous sondons des propriétés
de rupture du gel.
Il est donc intéressant de noter que ce comportement n’a pas été observé pour les gel-GUVs
malgré le nombre d’expériences réalisées. On peut formuler l’hypothèse que la présence de la
membrane en interaction forte avec le gel interne empêche la rupture de ce dernier aux bords de
la pipette.
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Chapitre 9
Etude du comportement des vésicules
composites sous contrainte : résultats
préliminaires
9.1 Adhésion
L’adhésion des vésicules lipidiques a été largement étudiée tant de façon théorique [Seifert and Lipowsky, 1990]
qu’expérimentale [Boulbitch et al., 2001], [Cuvelier and Nassoy, 2004] car elle est un premier
pas vers la compréhension de l’adhésion cellulaire. Il nous semblait donc pertinent d’étudier
l’influence des paramètres mécaniques (viscosité pour les sol-GUVs et module d’Young pour
les gel-GUVs, voir chapitre 8) sur les propriétés d’adhésion des vésicules composites que nous
avions préparées. Il se trouve que nous avons été confrontés à certaines difficultés expérimen-
tales qui nous ont permis d’obtenir des compléments d’informations sur les propriétés structu-
rales des membranes des systèmes composites.
Sol-GUVs
Toute étude d’adhésion ne peut s’envisager sans être capables de produire un système sub-
strat/vésicule avec une adhésion reproductible dont les temps caractéristiques sont pertinents
par rapport à nos moyens d’analyse. Nous allons présenter les essais que nous avons réalisés
dans ce but avec différents substrats.
Substrats Silanes aminés
Dans un premier temps nous avons essayé de contrôler l’adhésion non-spécifique de vé-
sicules sur des substrats. Dans le cas des substrats Silanes aminés, il s’agit d’une interaction
électrostatique entre la surface chargée positivement et la membrane de lipides (légèrement
chargée négativement [Pincet et al., 1999], [Quemeneur et al., 2007]). Nous avons décrit dans
la section 4.2 la préparation de substrats recouverts de Silanes dont une fraction contrôlée est
aminée, c’est à dire chargée. Nous pouvons donc faire varier le taux de charges à la surface du
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substrat et observer l’effet de ce paramètre sur l’adhésion de vésicules.
Tout d’abord nous avons fait des essais avec des vésicules de DOPC pour trouver les bonnes
conditions d’expériences.
La figure 9.1 (a) montre une observation en fluorescence d’un susbtrat recouvert à 100% de
Silanes aminés sur lequel ont été déposées des vésicules : les tâches que l’on observe sont des
vésicules ayant éclaté au moment où elles ont touché le subtrat. Nous en avons conclu que ce
taux de Silanes aminés était trop élevé, même si dans certaines zones de la chambre d’obser-
vation les vésicules ne semblaient pas adhérer. Nous avons progressivement diminué le rapport
Silanes aminés/Silanes hydrophobes pour diminuer le nombre de charges sur le susbtrat. La
figure 9.1 (b) montre une observation en RICM d’une vésicule de DOPC au voisinage d’un
substrat avec 5% de Silanes aminés. On observe de grandes fluctuations dans la zone proche du
substrat, indiquant qu’il n’y a pas d’adhésion.
Avec des essais en "aller-retour", nous avons observé qu’un taux de Silanes aminés de 10%
permettait d’observer des phénomènes d’adhésion relativement lents (permettant ainsi l’étude
de la cinétique d’étalement) ne conduisant pas à la destruction des vésicules. La figure 9.1 (c)
montre une séquence d’observation en RICM de l’adhésion progressive d’une vésicule sur le
substrat. On notera que le front d’adhésion a une géométrie très complexe et très ramifiée, sa
forme est très différente de celles que nous observerons dans le cas de l’adhésion spécifique
dans la section 9.1. Sur cette séquence on voit la surface d’adhésion de la vésicule sur le sub-
strat grandir au cours du temps. La mesure de la taille de cette zone r normalisée par le rayon de
la vésicule R est reportée sur la figure 9.1 (d). On voit sur cette courbe la croissance progressive
de la zone d’adhésion jusqu’à saturation. L’échelle de temps pour ce phénomène (1 min) permet
une étude de sa cinétique par RICM. Par conséquent nous considérons que ce taux de Silanes
aminés en surface du substrat est bien adapté à nos expériences.
Nous avons donc injecté des sol-GUVs sur un substrat Silanes aminés 10%, nous n’avons
observé aucune adhésion ni explosion. Des essais répétés sur ce type de substrat n’ont pas per-
mis d’observer d’adhésion des sol-GUVs. Il nous est néanmoins arrivé quelquefois d’observer
des points d’adhésion très localisée entre les vésicules et les substrats (figure 9.2).
Dans un deuxième temps nous avons travaillé dans un milieu chargé (TBE, Tris-borate-EDTA,
Sigma) afin de mieux contrôler l’adhésion : effectivement l’adhésion des vésicules de DOPC a
semblé favorisée, puisque sur des substrats à 10% de Silanes aminés on obtenait plus d’évène-
ments d’adhésion. Néanmoins dans le cas des sol-GUVs, nous n’avons pas obtenu de meilleurs
résultats qu’en milieu neutre.
Dès lors nous avons abandonné ce type de substrat et nous nous sommes tournés vers des sub-
strats polyLysine.
Substrats PolyLysine
Nous avons mené une étude similaire à celle faite sur les substrats Silanes aminés. En effet
la concentration de polyLysine utilisée lors de la préparation des substrats a été diminuée jus-
qu’à trouver une concentration qui induisait des évènements d’adhésion intéressants pour les
vésicules de DOPC : cela a été le cas pour une solution de polyLysine à 0.005% en volume.
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FIG. 9.1: (a) Observation en microscopie de fluorescence de vésicules de DOPC éclatées sur un
substrat à 100% de Silanes Aminés (b) Observation en RICM d’une vésicule de DOPC fluctuant au
voisinage d’un substrat à 5% de Silanes Aminés (c) Séquence d’observations en RICM de l’adhésion
d’une vésicule de DOPC sur un substrat à 10% de Silanes aminés. (d) Taille du patch d’adhésion
normalisé par le rayon de la vésicule r/R en fonction du temps correspondant à la séquence précé-
dente.
FIG. 9.2: Observation en RICM de l’adhésion ponctuelle de vésicules de DOPC sur un substrat
Silane aminés 10%
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Dans ce cas comme celui des substrats Silane aminés, aucune adhésion des sol-GUVs n’a été
observée.
Il est nécessaire de préciser que pour les deux types de substrats chargés que nous avons
étudiés, même si nous avions observé des évènements d’adhésion correspondant à nos critères
d’acceptabilité, la reproductibilité des expériences aurait pu être mise en doute. En effet, pour
les vésicules de DOPC, sur un même substrat il n’était pas rare d’observer des vésicules qui
éclatent, qui adhérent ou qui n’adhèrent pas à peu de distance d’intervalle. Au vu de ces tenta-
tives infructueuses de contrôler l’adhésion sur des substrats chargés, nous avons décidé d’utiliser
un mécanisme d’adhésion spécifique.
Substrats Streptavidine
Nous avons montré la possibilité de fonctionnaliser la membrane de gel-GUVs par des fonc-
tions biotine. Nous avons préparé des gel-GUVs dont la membrane contient des lipides biotiny-
lés (1/100). Ces gel-GUVS biotinylées ont été incubées 1h dans une solution de streptavidine
fluorescente puis observées en microscopie de fluorescence. On voit clairement sur la figure
9.3 que la membrane est marquée par la streptavidine fluorescente, indiquant qu’il est possible
d’utiliser l’interaction streptavidine-biotine pour induire l’adhésion de nos vésicules avec un
substrat.
FIG. 9.3: Observation en fluorescence d’une gel-GUV dont la membrane est biotinylée après incu-
bation dans la streptavidine fluorescente : mise en évidence de la possibilité de fonctionnaliser la
membrane.
Nous avons décrit dans le chapitre 4.2 la préparation de substrats recouverts de streptavidine.
Nous avons préparé des vésicules DOPC et des sol-GUVs contenant une fraction de lipides à
tête biotinylées 1/50. Dans le cas présent la concentration en streptavidine sur le substrat a été
maintenue constante et égale à celle présentée dans la section 4.2.
Dans ce cas l’adhésion des vésicules DOPC est apparue très convenable pour les études que
nous voulions mener : une adhésion avec des temps caractéristiques de l’ordre de la minute,
donc facile à observer, reproductible (toutes les vésicules de l’échantillon adhèrent au substrat)
et pas d’éclatement des vésicules. Une séquence d’adhésion typique est représentée sur la figure
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FIG. 9.4: (a) observation en RICM de l’adhésion d’une vésicule de DOPC à membrane biotinylée
sur un substrat streptavidine (b) taille du patch d’adhésion normalisée par la rayon de la vésicule r/R
en fonction du temps correspondant à la séquence précédente.
9.4 (a), on peut noter la forme très régulière du front d’adhésion contrairement à celle que nous
observons dans le cas d’une adhésion non-spécifique. L’évolution au cours du temps du rayon
normalisé du patch d’adhésion r/R est représentée sur la figure 9.4 (b).
Au vu de ces résultats, nous avons donc tenté d’observer l’adhésion de sol-GUVs préparées avec
des lipides biotinylés (1/50) sur un substrat recouvert de streptavidine. En attendant de l’ordre
d’une heure après l’injection des vésicules dans la chambre d’observation, nous n’observons
aucune adhésion des sol-GUVs qui fluctuent librement au voisinage du substrat. Afin de tenter
de favoriser les contacts membrane-substrat, nous avons même utilisé une pipette pour appuyer
sur les vésicules, mais cela n’a pas changé leur comportement.
Nous allons conclure sur cette étude de façon globale après avoir présenté nos résultats sur
les gel-GUVs.
Gel-GUVs
En parallèle des études d’adhésion des sol-GUVs, nous avons étudié celle des gel-GUVs.
En effet il nous semblait intéressant de mesurer la déformation des gel-GUVs en adhésion et de
traiter ces expériences avec un modèle JKR [Israelachvili, 1985], ceci aurait permis une mesure
du module élastique des gel-GUVS alternative à celle présentée dans le chapitre 8.
Dans les conditions dans lesquelles nous avons fait cette étude, nous n’avons pas été ca-
pables de provoquer la déformation de nos gel-GUVs grâce à l’adhésion.
Notre interprétation de la non-adhésion des vésicule composites s’appuie sur les informa-
tions structurales que nous avons obtenues via les mesures de module de courbure et de SPR (cf.
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sections 7.1.1 et 7.1.3). Leur membrane est recouverte de chaînes de poly(Nipam) qui écrantent
l’interaction entre la membrane et le substrat. Les études du module de courbure et de SPR d’une
part et d’adhésion d’autre part ont été menées en parallèle, et donnent des résultats convergents.
C’est à la lumière de ces résultats que nous pensons qu’une étude d’adhésion pourrait se faire
sur des substrats hydrophobes.
Les résultats de ces études d’adhésion et de celles concernant l’interaction des vésicules
composites avec les α-cyclodextrines présentées à la section 7.3, qui toutes deux mettent en jeu
des phénomènes à l’échelle moléculaire pourraient paraître antagonistes. En effet, on n’observe
pas d’adhésion spécifique entre la membrane et le substrat alors que les α-cyclodextrines sont
capables d’extraire les lipides de la membrane. Notre interprétation est la suivante : dans le cas
de l’adhésion, les deux entités susceptibles d’interagir sont d’un côté la biotine qui est confinée
sur la membrane et de l’autre la streptavidine qui est immobilisée sur le substrat. Comme la
membrane est recouverte de poly(Nipam), la présence de ce polymère empêche l’interaction
entre la biotine et la streptavidine. Dans le cas de l’interaction membrane-α-cyclodextrines, les
lipides sont toujours confinés dans la membrane mais les α-cyclodextrines sont complètement
libres de diffuser et sont ainsi capables de les extraire.
9.2 Dégonflement
Nous avons évoqué dans la section 6.2.2 l’utilité de dégonfler osmotiquement des sol-GUVs
pour faire varier la concentration de poly(Nipam) interne. Nous avons constaté également l’ap-
parition de formes transitoires originales pendant ces expériences de dégonflement osmotique.
Le principe de l’expérience est d’injecter une solution de glucose concentrée dans une
chambre dans laquelle sont suspendues des sol-GUVs afin de les dégonfler. Nous avons ob-
servé un comportement singulier des sol-GUVs illustré sur la figure 9.5.
Nous observons l’évolution de la sol-GUV après l’injection de glucose concentré dans la chambre
qui aboutit à un rapport Cexterneglucose /C
interne
glucose = 0,8. On observe au début du dégonflement l’appa-
rition de formes crénelées avec une taille caractéristique de l’ordre du µm à la surface de la
vésicule. Ces formes relaxent en une dizaine de minutes après l’injection du glucose, et, à une
échelle de temps plus longue (3h), la vésicule à tendance à redevenir sphérique. Pour cela elle
éjecte un fil de lipides pour réduire sa surface.
Ces expériences sont préliminaires, mais ces formes crénelées rappellent celles des globules
rouges échinocytes [Lim et al., 2002] paraîssent originales pour des vésicules et sont observées
de façon reproductible. Le mécanisme de dégonflement du type apparition de formes crénelées
puis relaxation vers une forme sphérique est observé sur la majorité des sol-GUVs lors d’une ex-
périence. Il serait nécessaire d’étudier quantitativement l’influence de la viscosité interne et de
l’intensité du choc osmotique que les vésicules subissent. Précisons que ces formes sont très dif-
férentes de celles observées sur des vésicules "simples" [Bernard et al., 2002], [Boroske et al., 1981].
On notera que dans le cas des gel-GUVs, le dégonflement des vésicules se fait de façon
isotrope en conservant la forme sphérique des objets, et nous n’avons donc pas poussé plus loin
cette étude.
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FIG. 9.5: Sol-GUV à 700 mM de Nipam avec Cexterneglucose /C
interne
glucose = 0,8 à t = (a) 5 min, (b) 6 min, (c)
9 min, (d) 27, (e) 171 après l’injection de glucose.
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Chapitre 10
Conclusions et perspectives
Nous présentons ici les différents bilans de notre travail, en rapport avec les objectifs que
nous nous étions fixés au début de cette thèse. Nous indiquons, à la suite de chaque bilan, les
perspectives offertes pour un travail futur en prolongement de celui-ci.
Le premier objectif était d’obtenir des vésicules composites susceptibles de présenter des
propriétés mécaniques comparables à celles mesurées pour certaines cellules. Pour cela nous
avons développé un protocole original permettant de modifier le milieu interne des vésicules
et de contrôler de façon séparée viscosité et module d’Young en agissant sur des paramètres
expérimentaux faciles à modifier. Le tableau 10.1 présente les divers objets que nous avons
developpés, les gammes couvertes par leur module de courbure, leur viscosité et leur module
élastique et enfin les paramètres expérimentaux permettant de contrôler ces diverses propriétés
mécaniques. Ce tableau montre également les valeurs de viscosité et de module d’Young rele-
vées pour certaines cellules.
Nous espérons que ce bilan, en terme de "modélisation mécanique" de cellule, montre que nous
avons réussi à atteindre notre premier objectif.
Le deuxième objectif était de conférer à ces systèmes un caractère de stimulabilité : en
d’autres termes nous souhaitions être capables de moduler les propriétés mécaniques d’un objet
fixé par l’intermédiaire d’un paramètre externe tel la température ou la pression.
Le tableau 10.2 dresse un bilan de notre travail en terme de stimulabilité. Pour tous les systèmes
étudiés, ce tableau rapporte le (ou les) paramètre(s) de stimulation et illustre par des photos leur
comportement en fonction des stimuli externes. Ce bilan nous autorise à penser que ce second
objectif est atteint :
– Concernant les gel-GUVs, nous avons réussi à obtenir des vésicules dont le milieu in-
terne présente une transition volumique à la température de transition du poly(Nipam)
et dont la membrane reste intègre et localisée à la surface du gel encapsulé lors de la
transition. La structure de la membrane probablement froissée sur le gel effondré reste à
élucider.
– Concernant les sol-GUVs, nous avons mis en évidence la possibilité de choisir le type
de transition via le taux de dégonflement osmotique (passage d’un système homogène à
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FIG. 10.1: Module de courbure de membrane kC , viscosité interne η, module d’Young E et para-
mètre de contrôle des paramètres mécaniques mesurés pour les différents types d’objets que nous
avons préparés dans cette étude et relevés dans la littérature pour certaines cellules.
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un système "à noyau"). Nous pouvons donc évoquer pour les sol-GUVs une propriété de
"double stimulabilité".
Un autre résultat original sur les sol-GUVs concerne le rôle de la concentration initiale
en poly(Nipam) sur le type de transition induit par la température (démixion locale du milieu
interne ou transition de volume de l’objet global). Malgré une recherche bibliographique im-
portante et de nombreuses discussions avec des spécialistes du poly(Nipam), nous n’avons pas
trouvé mention de ce phénomène de démixion (à une échelle de la dizaine de µm) induit par la
température dans des solutions concentrées de poly(Nipam), nous l’avons donc mis en évidence
par nous-mêmes.
S’il s’avère que ce phénomène n’a encore jamais été observé, il serait pertinent d’envisager
une étude détaillée de l’influence de la concentration en poly(Nipam) et de la distribution des
longueurs de chaînes sur ce phénomène.
Nous insistons sur le fait que, dans les sol-GUVs, il est possible d’induire trois types distincts
de transitions allant de la démixion locale simple à la transition volumique globale en passant
par une séparation de phases à l’échelle de la vésicule.
Le troisième objectif était d’étudier l’effet de chaque paramètre mécanique sur le compor-
tement de ces systèmes sous contrainte externe.
Effectivement nous avons étudié le comportement des vésicules composites (sol-GUVs et gel-
GUVs) sous diverses contraintes externes à différentes échelles spatiales. Certaines de ces
études, comme par exemple l’aspiration en micropipettes ou l’extrusion de fils de membrane,
ont abouti à la détermination de paramètres mécaniques que nous avons relatés dans le tableau
10.3. D’autres, telles l’étude en adhésion ou en dégonflement osmotique, ont permis d’obtenir
des résultats préliminaires ouvrant la voie à des études détaillées. Cependant, nous insistons sur
le fait que toutes ces études nous ont également permis d’accéder à des informations structurales
et de réactivité sur une large gamme de longueurs caractéristiques. Le tableau 10.3 rassemble
ces informations que nous qualifions de façon simplifées de "structurales" : il indique pour
chaque type de sollicitation subie par les différents objets, l’échelle spatiale concernée, la repré-
sentation structurale que ces expériences nous ont permis de proposer et enfin les perspectives
ouvertes par ces études.
Nous avons déja présenté en prolongement de nos résultats un certain nombre de pistes pour
poursuivre ce travail. Bien d’autres idées encore émergent après ces trois années consacrées à
ces systèmes, allant de l’approfondissement de la relation entre interaction polymère-membrane
et module de courbure, à l’étude de sol-GUVs "à noyau", en passant par l’étude de sol-GUVs
encapsulant une solution de chaînes de poly(Nipam) fortement enchevêtrées susceptible de mi-
mer le comportement visco-élastique des globules blancs.
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FIG. 10.2: Paramètre(s) de stimulation et comportement en fonction des stimuli externes pour les
différents types d’objets que nous avons préparés dans cette étude.
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FIG. 10.3: Informations "structurales" apportés par les différentes techniques que nous avons uti-
lisées et structures mises en évidence par leur intermédiaire pour les différents types d’objets que
nous avons préparés dans cette étude.
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